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C A P I T U L O  I 
INTRODUCCION 
- - 
Las biomole'culas pueden c l a s i ~ c a ' r ' s e  en informacionhes  y no 
informacionales. En e s t e  Gltimo grupo s e  encuentran 10s az6cares y l a s  
grasas  mientras que l a s  mole'culas informacionales son: l a s  prote inas ,  - 
10s 6cidos nucle icos  y l a s  hormonas es te ro ides .  La gran ve r s a t i l i d ad  
y espec i f i c idad  de las hormonas e s t e ro ide s  implica que un carnbio t an  
s u t i l  como l a  introducci6n o carencia de un oxigeno o un hidrbgeno 
modifique sustancialmente su ac t iv idad  b i 0 1 6 ~ i c a .  
En e l  caso de 10s e ~ t r 6 ~ e n o s  su elabo1.aci6n por 10s ovar ios  
e s  compleja y su ca r ac t e r  fendl ico  10s d i s t ingue  claramente d e l  r e s t o  
de l a s  hormonas. Por e s t e  motivo son mol6culas cagacep de modificar l a  
ac t iv idad  gen6t ica  (son conductoras de informaci6n) -en cantidades c i r -  
culantes  extremadamente pequesas, d e l  orden de picogramos, mientras que 
o t ro s  e s t e ro ide s  t a l e s  como cor t i co ides  o progestigenos neces i tan  con- 
centraciones  10 a 100 veces mayores para induc i r  cambios a n i v e l  de sus  
c e lu l a s  e fec to ras .  Estas  c a r a c t e r f s t i c a s  posiblemente s e  re lac ionen con 
algunas pecul iar idades  de 10s recep tores  es t rogenicos  que en e l  curso 
evolut ivo - han s ido  sometidos a var iac iones  c f c l i c a s :  d iurnas ,  e s t r a l e s ,  
-. . 
P f - .  - - 
mens t r u a l e s  o a6n m6s prolongadas. 
De a l l i  e l  c a r ac t e r  altamente r egu l a to r i o  de 10s receptores  
estrog6nicos que s i r v i 6  de base a 10s t r aba jo s  aqu i  presentados, y que 
u t i l i zamos  como h i p 6 t e s i s  p a r a  exp lo ra r  l a  m o d u l a c i b  de 10s r e c e p t o r e s  
en d i v r r s a s  s i t u a c i o n e s  exper imenta les .  
=..,-. - Y - 1  -b - ,  :lz,m I --I - 
- r - v - . - k ~ A  - -1 ' J - -  - = 
F RESERA ANATOMICA Y FISIOLOGICA SOBRE LA UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISARIA 
1. ~ i ~ 6 f i s i s .  Datos anatorno-fisiol6gicos 
La h i p 6 f i s i s  e s  una g16ndula endocrina de origen ectod6rmic0, 
s i tuada  en l a  s i l l a  turca  d e l  esfenoides y separada de l  crgneo por una 
delgada membrana (diafragma h ipo f i s a r i o ) ,  l a  cual  e s  atravesada por un 
t a l l o  delgado ( t a l l o  h ipof i sa r io )  que une l a  gl6ndula con e l  hipotdlamo. 
La h i p d f i s i s  t i e n e  un doble origen embriolbgico: e l  ectodermo general  y 
e l  ectodermd neural .  Esto o r i g ina  dos p a r t e s  p r inc ipa les  completamente 
d i s t i n t a s :  a )  l a  adenohipdfisis ,  de or igen e p i t e l i a l ,  que der iva  de l a  
bolsa de Rathke (evaginaci6n d e l  ectodermo de l a  regidn bucofarfngea 
p r imi t iva )  y b)  l a  n e ~ r o h i ~ d f i s i s .  que proviene de una evaginacibn d e l  
p iso  d e l  d i e n d f a l o .  La adenohip6fisis  e a t6  formada por l a  pa r s  d i s t a l i a ,  
l a  pa rs  intermedia y l a  pars  t u b e r a l i s  (que e s  una pequefia p o r c i h  d e l  
lbbulo a n t e r i o r  que s e  extiende hacia a r r i b a  para adosarse en forma de 
c o l l a r  a 1  p i so  d e l  d ienckfalo)  . La neurohipdf i s is  comprende e l  proceso 
infundibular  y e l  t a l l o  neural  o infundibulo. Este,  a su  vez, s e  h a l l a  
cons t i tu ido  por e l  t a l l o  infondibular  y l a  eminencia media, que c i e r r a  
por su ca ra  ven t r a l  a 1  receso infundibular  d e l  t e r c e r  ventr iculo .  E l  t a -  
110 h ip o f i s a r i o  e s t 6  formado por e l  t a l l o  neural  junto con las porciones 
de l a  adenohipdf is is  que l o  rodean ( F i ~ u r a  1- 7 ) .  
El  s igu ien te  e s  un esquema de l a s  p r inc ipa les  d ivis ionesr  
I 1) Pars  d i s t a l i s  
~denohip6f  isis ( 2) Pars t u b e r a l i s  1 3)  Pars  intermedia 

r 1 ) Proceso infundibular  
Neurohipdf is is  
2) Tal lo  neural  o a )  Tal lo  infundibular  
i n f  undfbulo b) Eminencia media 
La neurohip6f is is  s e  encuentra directamente conectada con e l  
hipotdlamo por medio de 10s axones nerviosos que vienen desde 10s nfi- 
cleoe supradptico y paraventr icular  y corren a l o  l a rgo  d e l  t a l l o  hipo- 
f i s a r i o .  A t rav6s  de e s t a s  v i a s  s e  t rans ladan productos hormonales que 
segregan las neuronas (neurosecreci6n) para s e r  almacenados y l ibe rados  
La h i p d f i s i s  r e c ibe  una r i c a  i r r i g a c i b  sangufnea por una se- 
r i e  de a r t e r i a s  que nacen de l a  ca rd t ida  i n t e rna  ( F i ~ u r a  1-2). La neuro- 
h ip6 f i s i s  e s  i r r i gada  directamente por medio de l a s  a r t e r i a s  h ipof isa-  
r i a s  i n f e r i o r e s  que s e  cap i la r i zan  en l a  gldndula. h e s t o s  c ap i l a r e s  
I 
terminan l o  s axones d e l  sistema ~ u p r a 6 ~ t i c o  y paraventr icular  . La pars  
d i s t a l i s  y l a  pa r s  intermedia reciben sangre de las a r t e r i a s  h ipof isa-  
r i a s  super iores ,  que s e  cap i la r i zan  a n i v e l  de l a  eminencia media y 
consti tuyen e l  plexo cap i l a r  primario d e l  sistema por ta  h ipo i i sa r io .  
Estos cap i la rea  contactan con axones de neuronas d e l  hipotdlamo basa l  
medio (drea hipofisotropa y nGcleo arcuato) .  De e s to s  c ap i l a r e s  s e  fo r -  
man 10s vasos por ta lee  l a rgos ,  que deecienden a l o  l a rga  d e l  t a l l o  

h ipo f i s a r i o  y s e  cap i la r izan  en l a  pars  d i s t a l i s  y pars  intermedia fo r -  
$ando un plexo cap i l a r  secundario d e l  sistema por ta  hipof isar io .  De e:- 
,+ 
y d e l  sistema de l a  neurohipdfisis  sa len  l a s  venas 
h ipo f i s a r i a s  que drenan en 10s senos cavernosos. Los vasos por ta les  
cor tos  pasan de l a  neurohip6fisis  hacia l a  pa r s  d i s t a l i s  donde terminan 
anastomosdndose con 10s cap i la res  adenohipofisarios. 
Las cd lu las  adenohipofisarias se pueden c l a s i f i c a r  seg6n 
diversos c r i t e r i o s :  af in idad t i n c t o r i a l ,  inmunoflorescencia y micros- 
copfa e lect rdnica .  Actualmente s e  sus ten ta  l a  idea  que cada hormona s e  
- .secrets por un t i p 0  de ce lu l a  especial izada.  
- 
' _ h .  
=' *h--&:- - - - L
Las cd lu las  se  dividen en crom6filas o crombfobas, s e g h  ten- 
- 1 . - ?:I 
J -
- .  
gan a no af inidad por 10s colorantes.  Dentro de las crom6filas. aque l las  
que s e  tifien con colorantes  Qcidos, a c idb f i l a s  o eos indf i l as ,  o con co- 
l o r an t e s  b&sicos, bas6f i l a s  . 
- 
- 
' I .  . 
'-?,--,-L. 
, d -  - -  Las ce lu las  ac idbf i l as ,  que son l a s  predominantes, segregan 
7 7 p . -  
somatotrofina, contienen grdnulos en t r e  300 y 400 mu de diametro y au- 
mentan durante e l  crecimiento. En l a  r a t a  y en l a  vaca ex i s ten  ce lu l a s  
parecidas,  con menos grdnulos y mds grandee, en t r e  600 y 700 mu, encar- 
gadas de sec re t a r  prolact ina .  Estas  cdlulas  aumentan en ndmero y tamaiio 
durante e l  embaraoo y l a ~ t a n c l ~ ~  La! c&ulas b a d f i l a s  con g r h u l o e  de 
- - 7 [- a -  
.l.- - 
150 mu, s e  han relacionado cbn l a  secrecidn de t i r o t r o f i n a ,  oonstituyen 
e l  2-4% de l a s  cdlulas  parenquimatosas de l a  adenohipdfisis  de l a  r a t a  
y aumentan en n6mero y tamaiio luego de l a  t iroidectomia.  Otras basdfi-  
l a s  con grdnulos algo mayores, 200 mu, s e  relacionan con l a  secreci6n 
de gonadotrofinas: hormonas l u t e i n i s a n t e  y fo l~cu loes t imulan te .  Las c6- 
l u l a s  l u t e in i zan t e s  aumentan de tamaiio a1 f i n a l i z a r  l a  f a s e  estrog6nica 
y pe r s i s t en  en l a  progestacional;  las fol iculoest imulantes  aumentan de 
t amdo en l a  primera f a se  d e l  c i c l o  sexual. Las ce lu las  cor t i co t ropas  
son probablemente baso'filas, aunque en algunas s i t u a c i o ~ e s  patol6gicas 
l a  hormona podria s e r  segregada por ce lu las  cromdfobas; consti tuyen e l  
4% de l a  poblacidn t o t a l  y aumentan durante e l  e s t r e s  crdnico. 
Las ce lu l a s  de l a  pars  t ube ra l i s  no se  di ferencian de aque- 
l las  de l a  pars  d i s t a l i s .  
b 
En l a  pars  intermedia ex i s ten  c6 lu las  productoras de hormona 
melanocitoestimulante (MSH) con grdnulos secre to r ios  pdlidos. Estudios 
de Por te  y col. ( 2 ) demostraron l a  presencia de c6 lu las  de cor t ico-  
t r o f i n a  en l a  pa r s  intermedia de va r i a s  especies  de mamiferos. 
La neurohipdf is is  e s td  cons t i tu ida  por neuroglfa, f i b r a s  y 
c6 lu las  nerviosas. Las f i b r a s  amielfnicas comunican l a  neurohipif isis 
con l a s  neuronas de 10s ndcleos hipotaldmicos, supradptico y paraven- 
t r i c u l a r .  Estos axones t ranspor tan las  neurohormonas: vasopresina o 
a n t i d i u r e t i c a  y oxitocina.  
Las hormonas adenohipofisarias son s in t e t i z adas  en 10s ri- 
P bosomas de l  r e t i cu lo  endoplasmitico rugoso, pasan por las cls ternas ael 
~ , , . : ~ Y & t f c u l o  y son transportadas a1  aparato de Golgi en v e s ~ c u l a s  pequerlas. - 
++ F- *., En l a s  cis ternas de 10s s6culos aplanados del aparato de Colgi s e  con- 
** 
-- 
densan 10s productos secretorios,  desde donde . l o ~  grdnulos rodeados de 
membrana se  mueven a1 citoplasma y se  funden con otros  para formar un 
gran grdnulo maduro. Cuando se produce una l iberaci6n BaBiva de hormona. 
- 
r e  l i b e r a  e l  producto secretorio en 01  espacio perivascular. con manto- 
- nimiento de eu estado de agregacih.  mientras que l a  membrana l imitante  
queda formando par te  de 1; membrana plasm6tica. Este proceso se  denomi- 
na exocitosie. 
Una vez terminado e l  period0 de gran actividad, l a  c6lula re- 
gula e l  exoeao de hormona acumulada y de organelas. Esto ae l l e v a  a ca- 
bo por autofagia. En l a s  cQlulas  prolactfnicas ds r a t a  se  deacribid un 
mecaniemo de regulacidn de l  cual participan l o e  lisoaomas. Se detect6 
l a  preeencia de fosfatasa dcida y enzimaa h id ro l i t i cas  contenidas en 
eetoa organoides, que contribuyen a l a  degradacidn de l a  hormna acumu- 
lada y de l a e  organelas celulares  superficialee (Finura 1-3) ( 3 ). 
f i e a r i a e  eon l a e  siguientesr 
Hormonae hipofisariag. & 
Lae hormonas hipofiear ias  c lasif icadas en adeno y neurokipo- 
-, .- 
I .  
. .  . 
. L  - 
-'- - I 

r a )  Cort icotrof ina  (ACTH) 
b, ) Foliculoes timulante (FSH) 
b) Gonadotrof inas  
F - b2) Luteinizante (LH) 
I d)  Somatotrofina (STH) 
I e )  T i ro t ro f ina  (TSH) 
I f )  Melanocitoestimulante (MsH) 
a )  Vasopresina 
a )  Corticotrofina:  Es un polipeptido de cadena l i n e a l  con un peso mole- 
.cular de 4 500 conteniendo 39 amino6cidos. Actda estimulando l a  f raccidn 
- 'L 
glucocorticoide y androgenica de l a  corteza suprarrenal  e incrementan- 
do l a  sin$esi"s de  prote inas  ' t o t a l e s ,  o sea que l a  ACTH produce un efec- 
t o  t rdpico sobre l a  produccidn de es te ro ides  y t r d f i c o  sobre e l  t e j i d o  
adrenal  . 
b) Gonadotrofinas: Producen l a  maduracidn de 10s t e s t i c u l o s  i n f a n t i l e s ,  
impulsando tan to  l a  eepermatog6nesis como l a  migraci6n t e s t i c u l a r  y en I - 7 -
l a  mujer influyen sobre l a  funcidn y maduracidn d e l  ovario. Ambas son 
glucoprotefnas con pesos moleculares aproximados de 30 000 (FSH) y 1 
r :  
40 000 (LH) , que varfan s e g h  l a s  especies. La FSH estimula en l a  muj e r  .* ' 
l a  o v u l a c i b  y l a  maduracib  f o l i c u l a r  y en e l  v a r b  l a  espermatog6nesis. 
La LH desa r ro l l a  e l  cuerpo l 6 t eo  y en e l  hombre l a  produccidn de t e s tos -  
terona por el testiculo, la cual a su vez mantiene Za.espermatog6nesis 
L .':. 
y activa el desarrollo de 10s 6rganos sexuales accesorios, tales como 
el conduct0 deferente, ~rdstata y vesfculas seminales. 
c) Prolactina: Es m a  proteina de peso molecular 23 000 y de gran varie- 
dad de funciones. Una de las principales acciones fisiolbgicas consiste 
en estimular la produccidn ldctea. Su secrecibn se estimula por un re- 
flejo neurohormonal a partir de la succidn del pes6n mamario. 
dl Sorna.totrofina: Es un polip6ptido de 190 aminodcidos y peso mole- 
cular 21 500. Tiene marcados efectos anab6licos y sobre el crecimiento 
dseo y en gonsecuencia determina el increment0 eobre el crecimiento 
total. Estimula la sintesis global de protehas lo cual da corn resul- 
tad0 una retencidn nitrogenada. Retiene ademds potasio , sodio, cloro y 
fdsforo. Es ligeramente li~olitica y tiene ef ectos diabet6genos. 
,.= s e) Tirotrofina: Ee una glucoprotefna con un peso molecular aproximado 
I 
' . de 28 000. Eatimula el crecimiento de la tiroides favoreciendo una ma- 
yor absorcidn de yodo y la sinteeis de laa hormonas tiroideas. 
f) Melanocitoestimulante: Es un pdptido de estructura similar a1 ACTH. 
Segdn su estrmctura quimica se distinguen dos tipos de'hormonar &MSH 
con una secuencia identica a1 ACTH en sue primeros trece ahnodoidos y 
la P-MSH. Es setimulante de la pigmentacib cuthea wlan6gena. 
La vwopreeina y la oxitocina eon octapdptidos con un peso 
molecular aproximado de 1 200. La vasopresina u hormona antidiuretica 
.-- bulos renales.  En dos i s  farmacol6gicas eleva l a  tensi6n a r t e r i a l  por su 
.. r 
efecto cons t r i c to r  sobre 10s vasos sanguineos per isfdr icos .  
La oxi tocina  provoca l a  c o n t r a c c i b  d e l  6 te ro  y l a  expulsi6n 
de l a  leche por contracci6n de l a s  cd lu las  mioepi te l ia les  de 10s acinos 
de l a  g l indula  mamaria, 
2. R E s ~ A  ANATOMICA DEL HIPOTALAMO 
E l  hipotdlamo e s  l a  regi6n ven t ra l  d e l  dienodfalo que rodea 
a l a  cavidad d e l  t e r c e r  ventr fculo ,  en es t recha re lac idn  con l a  hip6fi-  
sis. Su origen e s  diencefdlico c a s i  en su to ta l idad.  Comprende l a  zona 
. C  # g r i s  que rodea a l a s  paredes de l  t e r c e r  ventr iculo  en su  porcion mas 
- -  ..An ~ ~ h ~ i ~  aal nrlpcn hfootal&mfco, sue e s  una hendidua  hori-  
. El l i m i t e  an t e r i o r  e s t&  dado por un plano f r o n t a l  ye e l  l fm i t e  dorsa l  
- - # L -  .. -1 - - -& - , a  -- -r- .rm -1 nnn 
que pasa por delante  d e l  quiasma opclco y el goawrrv+-  pv4 w r  Y r a z A v  
~r-rt.ica1 nue pasa inmediatamente por de t rds  de 10s cuerpos mamilares. 
Lateralmente e s td  l imitado por un plano imag' - - L - - - - - - A - - A - -  - * * A  - m a r l o  anGeropos curru+- quo . 
naaa nnr fuera  de 10s p i l a r e s  an t e r i o r e s  de l  fornix.  Ventralmente e s td  
, . 
s e  prolonga hacia  abajo en e l  t a l l o  h ipof i sa r io  y en e l  proceeo infundi- - - - - 
delimitado por un8 delgada pared en forma de embudo (infundibulum) que 
. 
;r 
1 - -  bular de l a  neurohip6fisis .  Entre e l  infundfbulo y e l  t a l l o  p i t u i t a r i o  
f- . 
u : .  
- : I . -  
e x i s t e  una pequefia prominencia: l a  eminencia -. media d e l  tuber cinereum. 
3- - - -- - 
. . 
. . I  ' 
Esta zona de t e j i d o  nervioso ea t6  const i tu ida por una zona dorsal ,  
subependimaria o in te rna  que contiene 10s axones amielinicos neuro se- 
c r e to r io s  d e l  sistema supra6ptico-paraventriculo-ne~rohi~ofisario y una -lW 
zona externa o f i b rosa  que contacta con 10s capi la res  primaries d e l  sis- 
tema porta-hipofisario.  
Las neuronas hipo taldmicas que f o r  man agrupaciones ce lu la res  
bien caracter izadas  reciben e l  nombre de n6cleos mientras que 10s sec- 
t o ~ e ~  eon una c l a r a  delimitacidn c i toarqui tectdnica  s e  denominan Breas. 
~ e g h  Le Gros Clark ( 5 , 6 ) se  puede d i v i d i r  e l  hipot81amo 
en t r e s  regiones f ron t a l e s  en l a s  cuales  se incluyen 10s ndcleos y Breas 
hipotal8micas. Estas  son: l a  zona predptica,  l a  zona t ube ra l i s  y l a  zo- 
na mamilaris. La regi6n predpt ica  incluye: l a s  &reas predptica e hipota- 
ldmica an t e r io r  con pequefias neuronas de escaso mater ia l  basbf i lo  y gran 
cantidad de vesfculas  v i s i b l e s  a 1  microacopio e lectrbnico:  e l  ndcleo 
supradptico que cabalgando sobre e l  extrerno l a t e r a l  d e l  quiasma se  ex- 
t iende anteroposteriormente y es td  compuesto por grandes neuronas con 
mater ia l  Gomori posi t ivo.  Los axones que s e  originan en e s t a s  ce lu l a s  
a t rav iesan  l a  zona in te rna  de l a  eminencia media y terminan en l a  neu- 
roh ipd f i s i s  (haz supradptico-neurohipofisario). El n6cleo paraventri-  
cu l a r  s e  ha l l a  en posici6n dorsa l  y pos te r io r  con respecto a1 aupra6p- 
t i c o ;  l a s  f i b r a s  amielfnicas que s e  originan en e s t e  ndcleo,  (haz para- 
ventrfculo-ne~rohi~ofisario) s e  d i r igen  tambien a l a  eminencia media. 
El nGcleo s ~ p r a ~ u i a s m d t i c o  e s t 6  cons t it uido por neuronas con c i top las -  
* 
ma c laro  que se  extiende lateralmente a l  extremo ventral  d e l  t e rce r  
ventriculo. f s t e  se  encuentra rodeado par un conjunto de pequefias neu- 
. . 
ronas que constituyen e l  niicleo parvoceltdar p e r i v e n t r i c u l a r l ~ i a ~ r a  1-41. 
Eh l a  regidn tubera l  hipotaldmica se  encuentran l a s  i r e a s  
hipotal6micas l a t e r a l  y dorsal,  con neuronas medianas. Por fuera de l a  
I 
capa ependimaria de l  t e rce r  ventriculo se  s i tuan 10s nGcleos dorsomedia- 
no y ventromediano. E l  n6cleo arcuato contiene neuronaa, r ioas  en cate- 
colaminas, a ambos lados d e l  extremo ventral  de l  t e rce r  ventriculo a ni-  
ve l  de l  infundibulo ( 7 );  Bstas envian f i b a s  que terminan en l a  emi- 
nencia media en contact0 con 10s capi lares  primaries de l  sistema porta- 
hipof i s a r i o  . 
En l a  regi6n hipotaldmica mamilar s e  destaca e l  Qrea supra- ' 
mamilar y e l  complejo mamilar con una porcidn l a t e r a l  de celulas  poque- 
fias dispuestas en forma compacta y una medial de neuronas g r a d e s  y me- 
dianas. Las res tan tes  agrupaciones mamilares estdn const i tuidas por 
neuronas medianas y pequefias. ' 
a )  Hormonas hipotaldmicas 
Las neuronas hipota16micas encargadas de regular l a  adenohi- 
p6 f i s i s  s in te t izan  una s e r i e  de sustanciair c ~ d  f u n c i b  hormonal, mds 
conocidas como fac tores  l iberadores e inhibidoreg. Cada hormona antero- 
h ipof isar ia  tendria  una o mds hormona hipotaldmica que l a  regula. Actual- 
mente se  u t i l i z a  e l  nombre de hormona para aquellaa sustancias hipotalb- 
yigura  1-4: Areas y n6cleos hipotal8rnicos: 1 ) l r e a  pre6pt ica  (medial 
y l a t e r a l ) ;  2) i r e a  hipotaldmica a n t e r i o r ;  3) n ic l eo  para- 
ven t r i cu l a r ;  4)  ndcleo supra6ptico; 5) Brea hipotaldmica dorsa l ;  6) n6- 
c l eo  dorsomediano; 7) ndcleo ventromediano; 8) n6cleo arcuato;  9) nd- 
c l eo  supraquiasm&tico; 10) Brea hipotaldmica pos t e r i o r ;  11 ) cuerpos 
mamilares; 12) $rea hipotalgmica l a t e r a l  ( 1 1. 
micas cuya estructura se conoce y que ha sido demostrada como el regula- 
t 
dor fisioldgico de la correspondiente hormona anterohipofisaria; en 
cambia se mantiene el termino factor para otros reguladores hi~otaldmi- 
cos cuya estructura no ha sido determinada y en consecuencia su activi- 
dad fisi016~ica no puede relacionarse con una estructura especif ica. Se 7! 
recomienda llamarlos con un prefijo que indica la hormona hipofisaria 
a la que regula y un sufijo que indica el efecto liberador(1iberina) o 
inhibidor (estatina) . Actualmente se conoce la composici6n quimica de 
somatos tatina (GH-RIH) , luteoliberina (LHRH) , tiroliberina (TRH) y pro- 
lactostatina (PIF) . Con respecto a1 PIF muchos aceptan a la dopamina, 
aunque otros autores creen que la dopamina actda estimulando la secre- 
ci6n de otro factor inhibidor ( 107). ., 
Entre 10s factores que a6n se desconoce su estructura figuran: I 
factor liberador de corticotrofina (CRF), factor liberador de la hormo- 
na de crecimiento (GH-RF) , factor liberador de prolactina (PRF) , factor 
inhibidor de la liberacidn de la hormona estimulante del melanocito (MIF) 
y factor liberador de la hormona estimulante del melanocito (MRF) ( 3 ). 
Segh la teoria postulada por Harris ( 9 ), las fibras nervio- 
sas hipotaldmicas liberan sustancias hormonales en 10s capilares del 
plexo capilar primario del sistema vascular porta-hipofisario, en la e- 
minencia media. Estas sustancias sedan transportadas a traves de 10s 
vasos porta largos a 10s sinusoides de la gldndula pituitaria donde 
regularian la secrecidn o inhibicidn de las distintas hormonas. 
Estas hormonas podrian sintetizarse tambi6n en regionee ex- 
trahipotaldmicae para ser vertidas a1 lfquido cefal~rra~ufdeo. Esta es 
la teoria postulada por Knigge (10 ) . Desde all$ serfan captados por 
10s taniditos, chlulas ependimarias especializadas, que debido a una 
bipolaridad funcional, la liberarfan hacia el plexo capilar prirnario. 
11. HORMONAS Y RECEPTORES 
Las hormonas esteroides son mol6culas pequefias y con ac t iv i -  
dad bioldgica muy especif ica.  Incluyen 10s estrdgenos, progestdgenos, 
andrdgenos , glucocorticoides y mineralocorticoides. Estas mol6culas e- 
jercen su efecto sobre l a s  cdlulas blanco actuando principalmente a n i -  
ve l  de l a  transcripcidn genetics (1 1 , 12) y su efecto se  manifiesta 
a t raves de cambios a nive l  metab6lic0, morfoldgico y de conducta. D i s -  
cutiremos a continuacidn algunos conceptos, enfatizando l a  relacidn de 
10s mismos con 10s estrdgenos. 
1. Concevto de receptor y t e l ido  blanco 
Definiendolo de una manera simple, e l  receptor (R) e s  una 
pro tefna citoplasmdtica especial  que puede unir  selectivamente una de- 
terminada hormona, l l e v a r  a su acumulaci6n en e l  t e j ido  blanco y como 
consecuencia de esa unibn, i n i c i a r  una s e r i e  de procesos a nivel  ce lu lar  
que finalmente determinan una respuesta f is iolbgica.  Jensen fue e l  pr i -  
mero en s i n t e t i z a r  un esteroide altamente radioactivo y probar l a  exis- 
3 tencia de un receptor en e l  dtero ut i l izando ( H)-E2 ( 13 ) . A p a r t i r  
de es tos  t rabajos  se originaron una s e r i e  de estudios que demostraron 
que a n ive l  de l  sistema reproductivo, e l  Gtero, l a  vagina y l a s  mamas 
eran drganos blanco para 10s estrdgenos, como a s i  tambi6n regiones d e l  
sistema nervioso c e n t r a l  que regulan l a  secreci6n de hormonas hipof i -  
sarias e influyen sobre l a  conducta sexual ,  y l a  h ip6f i s i s .  Sin embargo 
con determinaciones m6s sens ib les  s e  descr ib ieron receptores  para  e s t r 6 -  
genos en higado ( 14 ) , rifib ( 1 5 1. adrenal  ( 1 6 , I 7  ) y ovario ( 1 8 ) . 
2. Dindmica d e l  r ecep tor  hormonal 
E l  modelo aceptado d e l  mod0 de accidn de 10s e s t e ro ide s  en l a s  
c e lu l a s  blanco podrfa resumirse en l a  Fipura 1-2. La hormona en t r a  a l a  
c&lu la ,  seg& l a  mayorfa de 10s au tores ,  por simple di fus i6n.  Despu6s 
qua l a  hormona s e  uni6 a1 receptor ,  &toe sufren un cambio e n a i d t i c o  
o conformacional an t e s  de e n t r a r  a1 n6cleo. Es te  proceso denominado 
Ntransformacibn" implica l a  conversi6n d e l  complejo receptor-hormona 
L 
citoplasm6tico en una forma con a l t a  af in idad por e l  nGcleo y capacidad 
para l a  i n d u c c i b  de respueeta  biol6gica. Este  conoepto s e  ba-sa en ob- 
servaciones r e a l i z ad as  Itin v i t ro l1  en l a s  cuales s e  v ib  que e l  r ecep tor  
na t ivo  en preparaciones crudas de c i t o s o l e r a i n c a p a s  de un i r se  a 1  nGcleo 
o a1 dcido desoxir r ibonucle ico (ADN) a menos que fuera  caleptado o manipu- 
lado de o t r a  manera. Durante l a  11transformaci6n" s e  producen cambios que 
dependen de l a  hormona, l a  temperatura, sal o d i luc i6n  y producen var ia-  
ciones en e l  peso molecular, e s t r uc tu r a  cua te rnar ia  o en las  propiedades 
de sedimentacidn; a veces 10s cambios son mds s u t i l e s  y l a  6nica conse- 
cuencia v i s i b l e  e s  l a  capacidad para  un i r s e  a 1  Am. Con respecto  a1 re -  
ceptor  estrog6nico.  Jensen y colaboradores ( 19 ,20 , al ) a l  incubar c i -  






Fiaura 1-5: Modelo general  de l a  a c c i b  de l a s  hormonai e s t e ro ide s  que 
muestra l a  unidn de l a  hormona ( H )  a1 recep tor  c i toplasm6t i -  
co ) l a  t rans locaci6n a 1  ndcleo y l a  induccidn ds l a  t r a n s c r i p c i h  
gen6tica por e l  receptor  nuclear (Rn) para producir  ARN mensajero (ARN.) 
que es t ransladado a 10s ribosomas citopJasgndt$cos -. para  s i n t e t i z a r  una 
a Y . * '  :' ;- proteins inducida. 
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3 t o s o l  u te r ino  de r a t a  con ( H)-B2 a 4 ' ~  obtenian un complejo hormona-re- 
ceptor de 8 s  y que no se  unia  a 1  ndcleo . Cuando s e  aumentaba l a  fuerea  
i6nica  (0.4 M KC1) s e  convertfa e l  complejo 8s a 4s y e'ste e r a  un paso 
revers ible .  El complejo 4s no s e  unfa a1 nGcleo a menos que se  calenta-  
ra brevemente a 3 7 ' ~  y en e s t e  caso s e  transformaba en un complejo que b,;: 
sedimentaba en 5s. Este  paso requerfa que l a  hormona es tuv ie ra  unida a 1  
. - 
receptor ,  mientras que e s t o  no e r a  necesario en l a  transformaci6n d e l  
B 8 s  a 1  4s ( 21). La forma 5s mostraba a l t a  af in idad por 10s ndcleos ute-  i r i nos  y e r a  capaz de incrementar l a  ac t iv idad  de l a  ARN polimerasa ( 2 2  ). !? 
b.cl . 
- 
Son muy variados 10s procedimientos que l l evan  a l a  t r ans for -  
1 
macidn de 10s recep tores  y e s to  l l e v a  a pensar que no e s  un h i c o  meca- 
nismo s ino  que e x i s t e  una amplia variedad de formas, algunas de las cua- 
l e s  serfan:  a )  ~ s o c i a c i d n  o disociaci6n de subunidades. Esto s e r i a  obvio 
pa raaque l l o s r ecep to re s  que sufren un corrimiento de su coef ic ien te  de 
sedimentacidn durante l a  transformaci6n. ~ e g 6 n  Notides ( 23 ) habria  una 
dimerizaci6n o asociacidn d e l  receptor ,  inducida por estrdgenos, con 
una protefna d i s t i n t a  y Qsto transformarfa e l  complejo i n i c i a l  4s  (PM@ 
' :. 
75 000) en o t r o  5 s  ( P M ~  1 40 000) ; e s t a  pro t e ina  t i e n e  habi l idad para 
un i r se  a 1  ADN o bien conf iere  e s t a  habil idad a1 receptor  de 75 000 y po- 
* d 
:q - 1  
- 7  
d r i a  s e r  equivalente a l a  "protefna activadora d e l  receptor  estrog6nicoN 
- 7 1  4 
- 
- C 
i den t i f i c ada  por Thampan y Clark ( 24 ). b) Cambios conformacionales. Exis- -4 
- . . 
a 
t en  receptores  que aparentemente no sufren cambios en e l  estado de agre- 
-; G 
- 1  I 
gacidn. E l  ca lo r ,  l a  sal y l a  d i luc idn  inducir fan cambios conformacio- 
- - ' - . ' ~ . - .  
- ,  - 
nales  cuyo efecto  s e r f a  exponer cargas pos i t ivas  adic ionales  en l a  mole- 'I 
cula, l o  cual  aumentarfa l a  af in idad por e l  ADN, fosfocelulosa y o t ro s  
polianiones ( $5 ) . c )  Adici6n o remocidn de un f ac to r  c i tosb l ico .  Po- 
d r f a  s e r  que l a  perdida de alg6n f a c t o r  fuera  l a  causa de l a s  t rans for -  
maciones debidas a simple di lucidn o d i 6 l i s i s .  Existen evidencias de una 
molecula i n h i b i t o r i a  de l a  transformaci6n de l  receptor  estrogenic0 y se- 
r i a  una molecula de bajo peso molecular, ya.que e s  d i a l i z ab l e  y se  des- 
c r i b i6  en c i t o s o l  de 6 te ro  de r a t a  ( 26 ). 
No se sabe con seguridad s i  l a  transformacidn ocurre " in  vivo" 
en e l  citoplasma o en e l  n6cleo celular .  Mientras que l a  transformaci6n 
d e l  R por temperatura ocurre " in  v i t r o "  en e l  citoplasma, Yamamoto ( 27 ) 
reportd que l a  conversi6n de 4s en 5s ocurre mds rdpidamente en presencia 
de ADN. La p r c i d n  d e l  receptor  que une a1  es te ro ide  e s  d i s t ingu ib le  de 
l a  porci6n que s e  une a 1  mater ia l  nuclear.  Una p r o t e 6 l i s i s  suave d e l  
receptor  citoplasm6tico para una variedad de es te ro ides  genera un f rag-  
4 mento pequefio de receptor  (m2-4  x 10 ) llamado e l  mero-receptor, que 
r e t i ene  l a  facu l tad  de l i g a r  e l  e s te ro ide  per0 pierde l a  capacidad de 
unirse  a 1  niicleo ( 28 ) , 
~ d s  informaci6n sobre l a  re lac idn  de las formas nucleares y 
citoplasmdtica d e l  R estrog6nico proviene de 10s estudios inmunoldgicos 
de Jensen ( 29)  que produjo anticuerpos a l a  forma nuclear d e l  complejo 
. receptor-es t radiol  de 
complejo extranuclear 
iitero de ternero,  que tambien reaccionaba con e l  
y tambien con R estrog6nico de t e j i d o s  reproducti- 
vos y tumores de cada especie estudiada,  incluidos  t e j i dos  de no mamffe- +-? 
Una vez que e l  complejo hormona-receptor ha s ido transformado , .. *$ 
-3 en t r a  a1 nGcleo en un proceso llamado "translocaci6n". Es te  esquema s e  
, 
- 3 basa en e l  modelo de lidos pasostl e l  cua l  postula  que e l  receptor  no uni- - 
I 
do s6 lo  s e  encuentra en e l  citoplasma, aunque e s t e  concept0 e s t6  ac tua l -  
mente en discusidn (30 ,31 ) , Una vez en e l  n6cle0, e l  complej o hormona- 
receptor  s e  une a s i t i o s  especi f icos  de l a  cromatina ce lu l a r  de l a s  c6- 
l u l a s  blanco, llamados " s i t i o s  aceptores" (32 , 33  ). Probablemente e s to s  
-. 
s i t i o s  s e  encuentren cerca de secuencias de ADN cuya t r a n s c r i p c i h  va 
1 
- -f 
a s e r  inducida por l a  hormona. Un punto i n t e r e san t e  de d i l uc ida r  m a  
vez que e l  complejo s e  une en e l  nlicleo, e s  l a  re lac idn  que e x i s t e  en- 
.! 
t r e  e s t a  unidn y l a  induccidn de l a  respuesta.  La e s t i m i ~ a c i 6 n  de l a  . 1 -  
- L 
' -... 
oxidaci6n de la  glucosa por estrdgeno e s  mdxima con n ive l e s  muy bajos  .# 
Y 
de ocupacidn d e l  r ecep tor  nuclear ( 34 ); en cambio e x i s t e  una re lac idn  
- - 
l i n e a r  e n t r e  l a  induccidn de una protefna  especf f i ca  inducida por es-  
. I  
t r a d i o l  ( I P )  y l a  r e l a t i v a  sa turacidn de 10s receptores  ( 35 ) cuando s e  . 
ana l iza  e l  efecto  de estrdgenos de d i f e r en t e  potencia bioldgica y con- 
- I  :g -1 
centraciones d i s t i n t a s  de e s t r a d i o l  t an to  " in  vivov como " in  v i t r o v .  
* t  
S i  bien 10s receptores  por c6 lu la  s e  calcularon en aproxima- 
. - r  
damente 15 000-20 000, no s e  sabe s i  todos son necesar ios  para l a  res -  
puesta hormonal ( 3 6  ). Aparentemente habrfa una re lac idn  l i n e a r  e n t r e  
l a  uni6n d e l  r ecep tor  y l a  magnitud de l a  inducci6n de l a  respuesta  bio- ; 
. . 
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-.. :-I. 7wi ldg ica  temprana, aunque l a  producci6n de respuestas  m6s t a rd i a s  bo ne- - . 
I 
c e s i t a r i a  l a  ocupaci6n de todos e l l o s .  Dosis bajas  de e s t r ad io l ,  que re.  
su l tan  en l a  ocupacidn de l  receptor  nuclear d e l  20% y e l  mantenimiento 
de e s to s  n ive les  de receptor  por c i e r t o  perfodo c r i t i c 0  de tiempo, son 
capaces de producir  ma respuesta  mixima d e l  crecimiento uter ino,  aun- 
que no l a  estimulacidn m6xima de respuestas  m6s tempranas ( 37). MQS 
a h ,  s i n  importar e l  nGmero i n i c i a l  de comple j o s  estrdgeno-receptor que 
t r a n s l o c a n a l  nGcleo por d i f e r en t e s  dos i s  de e s t r ad io l ,  sdlo  2 000-3 000 
permanecen en e l  n6cleo por mds de 6 horas. 
Una vex que s e  produjo e l  e fec to  de l a  inducci6n g e d t i c a ,  
no s e  conoce e l  des t ino  d e l  receptor.  S i  efectivamente, l a  presencia de 
l a  hormona e s  necesar ia  para l a  unidn y re tencidn d e l  receptor  en e l  n6- 
c leo (1 9 ,38 - 41), una manera simple de terminar e l  mecanismo s e r i a  
l a  perdida d e l  l igando y l a  migracidn pasiva  d e l  receptor  no unido de 
vue l ta  a1 citoplasma. Despu6s de una inyeccidn de estrdgeno que produce 
l a  disminuci6n d e l  receptor  c i t o sd l i co  uter ino,  aproximadamente un 40% 
d e l  recep tor  reaparece en e l  citoplasma a pesar de agregarse inhibidores  . 
de l a  s h t e s i s  de ARN y prote inas  (42 , 43  ,44 ) , l o  cual  implica que s e  - -  
t r a t a  de un r e c i c l a j e  de l  receptor  desde e l  ndcleo. E l  60% r e s t a n t e  s e  
presume que e s  nuevamente s in te t i zado  . En p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  e hipotd- 
lamo, dos drganos blanco para estrbgenos, s e  descr ib ib  una r e g d a c i d n  
s imi l a r  para  e l  recep tor  ci toplasm&tico en re lac idn  a l a  dependencia de 
l a  s i n t e s i s  p ro te ica  ( 4 5 ) .  Ex is te  l a  pos ib i l idad  que e l  receptor  sea  
7 ma-& A  L&< 
' , c F r c - ,  - ;= 
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."4 ' - *  degradado en e l  ndcleo. ya que s e  ha de sc r i t o  ( 46 ) l a  exis tencia  de una - C '1 
- .  proteasa muy abundante en nficleos de oviductos y con un f u e r t e  Km por -2 
?K -w 
c 
a e l  recep tor  de progesterona. La ruptura  de l  receptor  por e s t a  enzima " in  
I ,  - v i t ro "  l l e v a  a fragmentos p r o t e o l i t i c o s  que ya no s e  unen a 1  ADN ( 47 ), 
podria especularse entonces, que l a  enzima puede funcionar en e l  ndclao 
para  l i b e r a r  e l  r ecep tor  d e l  mater ia l  gen6tico y degradarlo. 
3. Receptores neurales  e h ipo f i s a r i o s  para e l  e s t r a d i o l  
Los receptores  neurales  e h ipo f i s a r i o s  para e l  e s t r a d i o l  t i e -  
nen c a r a c t e r f s t i c a s  s imi la res  a 10s receptores  p e r i s f  6 r icos  y a1 i g u a l  
que e l l o s  actdan regulando l a  ac t iv idad  gendmica. 
Con respecto  a1 receptor  estroggnico e x i s t e  una d i fe renc ia  
importante en t r e  10s receptores  nerviosos e h ipo f i s a r i o s  y 10s uter inos .  
En d t e ro  s e  descr ibieron dos c l a se s  de s i t i o s  'de unidn t an to  en e l  c i -  
toplasma como en nficleo. E l  s i t i o  I t i e n e  las c a r a c t e r f s t i c a s  d e l  cl6- 
s i c o  recep tor  estrog6nico c i t o s6 l i c0 ,  con un Kd= 0.8 IIM y una concentra- 
cidn aproximada de 0.6 pmol/dtero y s e  t rans loca  a1 ndcleo despu6s de 
una inyeccidn de e s t r ad io l .  E l  receptor  t i p 0  I1 t i e n e  menor af inidad por 
e l  e s t r a d i o l  ( K d ~  30 nM) y e s t h  presentes  en mayor concentracidn que 
e l  t i p o  I (2.0 pmol/dtero) ( 48 ), aunque e s t a  sugerencia e s t 6  en rev i -  
s idn  ( 49 ) . Estos receptores  t i p 0  11, no disminuyen despu6s de una in-  
yeccidn de e s t r a d i o l  y podrfan s e r v i r  para  concentrar  estrdgenos en l a s  
I 
i 
ce lu las  blanco. 
. . 
_ C  
Con respecto  a1 ndcleo, e l  receptor  t i p 0  I aumenta despues de : 
una inyeccidn de estr6geno y acompasa l a  disminuci6n d e l  recep tc r  cite- 
sbl ico.  E l  receptor  t i p o  I1 nuclear  se  detects en 10s n6cleo; despugs 
de exponer t e j i d o  tumoral u te r ino  o mamario a estrdgenof " i n  viva" Y se 
3 detectaron por intercambio nuclear  usando a l t a s  concrrbraciones de ( HI-  
e s t r a d i o l  ( 50 ). En cambio con respecto  a 1  recep+d- de sistema nervioso 
c e n t r a l  e h ipb f i s i s ,  s e  ha d e s c r i t o  un dnico ,..PO c i t o sd l i co  que apnre- 
ce como 8s en buffer de ba ja  fuerza  i&ioti. y 4s en buffer  de a l t a  fuer-  
aa  idn ica  y t rans loca  a 1  nGcleo, de donde s e  ex t rae  como 5S, despugs de 
una inyeccidn de e s t r ad io l .  
El sistema d e l  recep tor  e s t r ~ g 6 n i ~ ~  en l a  p i t u i t a r i a  y e l  
cerebro de rata e s  funcionalmente heterog6neo, Eeto s e  comprueba por 
10s s igu ien tes  datos: a) El  estradj.01 induce e l  receptor  progestacio- 
n a l  an p i t u i t a r i a  y en menor medida en h a  pre6pt ica  e hipot8lam0, pe- 
r o  no en amfgdala. Cabe mencionar s i n  embargo, que e l  receptor  progea- 
t ac iona l  no e s td  presente  exclusivamsnte en ce lu l a s  que contienen recep- 
t o r e s  estrogknicos,  ya que e x i s t e  en cor teaa ,  una zona relat ivamente 
pobre en ce lu las  e s t r o f i l i c a s ,  b) EI e s t r a d i o l  a f e c t a  l a  act iv idad de 
d iversas  eneimas de t e  j id0 nervioeo (MAO, t i ros in -h idrox i lasa ,  e tc .  ) 
Per0 en ninguna de l a s  regiones  es tudiadas  a f e c t a  a todas e l l a s .  c )  ~ 6 -  
10 e x i s t e  aromatizacibn de t e s to s t e rona  en e l  t e j i d o  nervioso, con n i -  
ve les  mayores en amfgdala y menores en drea ~ r e d ~ t i c a  e hipot61amo, y 
mds ah: la actividad de aromatasa no tiene m a  distribucidn uniforme 
en estas dreas. La pituitaria no es capaz de aromatizar testosterona; 
3 3 cuando se inyecta ( H)-testosterona se puede recobrar ( H)-estradiol en 
n6cleos purificados de celulas de drea prdptica, hipot6lamo y anfgdaia, 
per0 no de pituitaria ( 51 ). d) De algh mod0 la accidn del estradiol 
en la pituitaria estd asociada con una variedad de funciones celulares 
especificas mds que con funciones comunes a todas esas celulas ( 52 ). 
La ontogenia de 10s receptores hormonales en cerebro e hipdfi- 
sis es muy importante ya que su presencia implica la aparicidn de la 
sensibilidad en estas zonas a 10s esteroides sexuales. Una de lau con- 
secuencias es la diferenciacidn sexual en el cerebro durante un primer 
period0 critic0 muy temprano y que va a definir el futuro comportarnien- 
to sexual del adulto. En la rata, 10s receptores estrog6nicos aon ya 
detectados unos dias antes del nacimiento ( 53-55 ) y aumentan rd- 
pidamente durante la primera semana de vida, adquiriendo una distribu- 
cidn similar a1 animal adulto en Area predptica, hipot6lamo y arnigdala. 
La mayor diferencia reside en la presencia de receptores estrogenicos 
en la corteaa cerebral del recien nacido (53 ,56 ,57 ), que desaparecen 
entre la segunda y tercer semana de vida y @st& prdcticamente ausentes 
en el animal adulto. Su funci6n no esti totalmente aclarada aunque se- 
guramente no esth involucrados en la respuesta al estrdgeno derivado 
de testosterona, ya que la corteza cerebral no posee enzimas aromatizan- 
tes ( 92). 
--Ll-q; 
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En l a  hipdf isis an t e r i o r ,  
3 de una inyecci6n de ( H)-E2, aunque 10s indices  de marcac ib  revelan que ' 
l a s  ce lu las  que mds concentran l a  hormona en animales cas t rados  son l a s  
3 
n . _ -  3 - 7  
gonadotropas y l ac to t ropas .  Hasta 3 horas despugs de l a  inyeccidn de ( H ) -  - 
"30% de las ce lu las  gonadotropas y l ac to t ropas  estdn marca- b2, cerca aeL IL  
das y e s t a  c i f r a  disminuye a un 60-709 llegando a l a s  7 horas. Es impor- 
t a n t e  des tacar  que s i  ex is ten  cambios en e l  medio hormonal, 6s tos  pueden 
3 
modular selectivamente l a  capacidad de captar  ( H)-B2 de c i e r t o  t i p o  de 
c6 lu las  hipof i s a r i a s  ( 58 ) . 
4. Mecanismos a l t e rna t i vos  de acci6n estrogQnica 
Hasta ahora hemos d i scu t ido  e l  concepto y l a  dindmica d e l  recep- 
t o r  hormonal basdndonos en un dogma mantenido a p a r t i r  de 10s primeros es- 
tud ios  que se rea l iza ron  sobre receptores  estrogenicos en c i t o s o l  uterino:  
e l  receptor  e s  una prote$na ~ i t o ~ l a s m d t i c a ,  que unida a l a  hormona t rans -  
locan a1 ndcleo donde e jercen su accidn. Estos conceptos originaron e l  
llamado modelo de "10s dos pasos". Sin  embargo debe mencionarse que e s t e  
+ 
concepto s e  encuentra actualmente en revis i6n.  
S i  bien habian aparecido algunos t r aba jo s  que sugerfan a l t e rna -  
- ?-I h 
t i v a s  d e l  modelo c lds ico  ( 59 -62 ) , fueron 10s estudios  de King ! 63 ) y 
- 
Welshons ( 6 4  ) 10s que a t r a j e ron  nuevamente l a  atencidn sobre l a  l oca l i s a -  
cidn i n t r a c e l u l a r  de 10s receptores.  King u t i l i z d  anticuerpos monoclonales 
- I, L-+ --- 
- y - -  
- 
contra el receptor estrog6nico de cultivos celulares y del tract0 repro- 
ductivo y observ6 inmunoreactividad s61o en el nbcleo, aunque no excluy6 . 
=v .> 
gL;. la existencia del receptor en el citoplasma. El segundo trabajo de Gorski 
++ : 
y cola ( by)  utUia6 una metodologf 
. . -  
do la teorfa propuesta, Este grupo prepar6 cdlulas enucleadas a partir de -. 
Ei. . , c6lulas de un tumor hipofisario, tratdndolas con citochalasina y observd F 
. A  
IC - 
.I r que 10s receptores disminuian en 10s citoplasmas enucleados con respecto 
k-: a la c6lula entera y que 10s receptores se recobraban en la fracci6n nu- 




Se pueden plantear entonces varias poaibilidades que se descri- 
ben en la F i ~ r a  1-6. La primera opcib inqluye a1 modelo cldsico de accidn ,-:I 
de hormonas esteroides en el cual el receptor en ausencia del ligando se 
encuentra en el citoplasma y en presencia del ligando forma un complejo 
hormona-receptor que transloca a1 nbcleo. La segunda opci6n implica la 
presencia de receptores libres en el n6clea en ausencia del ligando. Eh .- 
este caso se presenta la posibilidad que coexistan el receptor libre nu- 
-3 
clear junto a1 receptor citoplasmdtico vacio (A), como ae demuestra en el 
Capitulo Vf, o bien que la localizaci6n sea sdlo nuclear (B).'.- 
.!Ib 
Queda entonces por dilucidar esta nueva alternativa, aunque a1 I 
significado primario de la idea del modelo de I1loa dos pasos" se mantiene: 
-- -, 74 
- --sl 10s complejos hormona-receptor son elementos que regulan la actividad ge- 
- m -  
ndmica sin importar donde ellos se originen. 
Modelo cldsico de  la accidn 
I de hormonas ester oicles 
sin Iiqando 
Recept ores .Ii bres nucleares 
(sin ligando) 
F'imra 1-6: E l  modelo cldsico de l a  accidn de l a6  hormonaa eeteroides 
iaplica l a  presencia de l  receptor (R) en e l  citoplaslaa en 
aueencia del ligando y eu translocacidn a1  n6cleo luego de unirse a1 
esteroide (s). El eegundo modelo implica la  presencia del R en e l  n6- 
cleo en ausencia de hormone, con l a  poeibilidad que coexista.con e l  
111. ACCIONES FISIOLOGICAS DE LOS ESTROGENOS 
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E l  17-p -estradiol  es un esteroide secretado por 10s ovarios 
y actda principalmente sobre te j idos  asociados a funciones sexuales ta- - 
l e s  como dtero,  mama y vagina. Este esteroide,  s i n  embargo, 05th fuer- 
temente involucrado en 10s mecanismos de retroalimentacibn de l  e j e  
hipotblamo-hipofiso- ovdrico y estimula e l  comportamiento sexual ac- 
tuando sobre c6lulas nerviosas en e l  cerebro. A p a r t i r  de l  us0 de las 
thcnicas de autorradiograffa se  ha podido iden t i f i ca r  l a s  zonas de ma- 
yor concentracidn de estrdgeno en e l  cerebro de r a t a s  adultas: e l  b e a  
predptica, e l  hipot6lamo y l a  amfgdala junto a o t r a  gldndula muy re la -  
cionada con l a s  estructuras  nerviosas anteriormente citadas: l a  p i tu i -  
t a r i a .  E l  85% de l a s  c6lulas de l a  p i t u i t a r i a  se  marcan despu6s de una . 
3 i n y e c c i b  de ( H ) - E ~  y cada ndcleo ce lu lar  aislado contiene un prome- 
3 dio de 12 000 mol6culas de ( H)-E~, una capacidad similar a l a  c6lula 
uterina. En 10s t e j idos  nerviosos, en cambio, sdlo e l  50% de l a s  ~ 6 1 ~ -  - *  
l a s  contiene receptores estrog6nicos. y cada ndcleo ce lu lar  contiene 
r- c 3 I3 entre  3 000 y 5 000 mol6culas de ( H)-E2 (52 1. 
E l  Ep, como ya se  coment6, es td  intimamente relacionado con 
e l  funcionamiento de l  e j e hipot61amo-hipof iso-ovdrico. Una de las carac- 
t e r i s t i c a s  de e s t e  e j e  e s  l a  c ic l ic idad  con que ocurren loa cambios en 
10s d i s t i n t o s  elementos que e s t h  involucrados en 41, como varia- 
ciones hipota18micas de l a  s fn te s i s  y l i b e r a c i b  de LHRH, que produce 
m a  l iberaci6n c f c l i c e  de gonadotrofinas, ovulaci6n y produccib  de 
e l  c i c lo  e s t r a l  normal de l a s  ra tas ,  que l l e v a  a l a a  hembras a exhibir 
comportamiento sexual cada 4 dias ,  en e l  atardecer que precede a l a  
ovulacidn ( F i ~ u r a  1 - 7). 
A trav6s de 10s estudios realizados por Barraclough ( 65 ) en .: 
l a  r a t a  se  explican es tos  mecanismos en base a l a  existencia  de centros 
hipotal&micos ubicados en l a s  dreae anter iores  de l a  estruotura nervio- 
sa, que s e  desarrollan bnicamente en l a  hembra y t ienen l a  capacidad de 
ac t iva r  en forma c fc l i ca  a l a  adenohipdfisis, l a  que segrega sus gona- 
dotrof inas  con una secuencia caracterf s t i c a  ds tiempo en cada sspecie . 
Eata descarga gonadotrdfica c i c l i c a  produce l a  estirnulacidn ovdrica que 
se  ve traducida por secrecidn de esteroides y ovulaci6n. 
\ 
Una de l a s  carac ter fs t icas  de l  centro c fc l ico  e s  la  de res- 
ponder a 10s e ~ t r 6 ~ e n o s  con una descarga de LHRH y por l o  tanto de gona- 
dotrofina,  produciendo un mecanismo de retroalimentaci6n posit iva.  Este 
mecanismo carac ter i s t ico  de l a  hembra, es  e l  responsable de l a  ovula- 
cidn y l a  conservacidn de 10s ciclos.  S i  e s t e  mecanismo de retroalimen- . 
tacidn posi t ivo se  we afectado ya sea por fac tores  de origen nervioso 
(al teracidn de l a  concentracidn de neurotrammisores, inf luencias  de o t r i s  - 
- El 
estructuras  nerviosas en l a  sensibil idad de l  centro c ic l ico)  , hormona- 
l e s  (modificacibn de loa  niveles  circulantes  de esteroides) o de o t ro  
t ipo,  entonces afectan directamente l a  ovdacidn y 10s c ic los  sexuales 
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Figura l -7 :  Ciclo e s t r a l  normal de l a  r a t a  que l l e v a  a l a s  hembras 
a exhib i r  e s t r o  o conducta sexual cada 4 dias .  Dos d i a s  
despu6s d e l  comportamiento e s t r a l ,  en e l  d i a  2 del d i e s t r o ,  comien- 
ga a e levarse  e l  n ive l  sanguine0 de e s tdgeno ,  alcanzando un pic0 en 
e l  proestro.  aumento d e l  e s t r b g e ~ o  provoca un pic0 en e l  n ive l  
sanguineo de LH an l a  t a rde  d e l  proestro,  produciendo l a  ovdac idn  
en l a  madrugada d e l  d i a  4, e s t r o  ( 52 ) . 
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I.  r *.'..* - T T '  bi l idad  de l a s  c e lu l a s  de l a  p i t u i t a r i a  a 1  estfmulo d e l  LHRH. . I k: -;I - :q- 
b: , En e l  c i c l o  normal de una r a t a ,  l a  p i t u i t a r i a  s ec r e t a  grandes 1 - i  hi :. cantidades de LH en l a  t a rde  d e l  proes t ro ,  aproximadamente 30.horas des- 
puds d e l  aumento i n i c i a l  de E2 secretado por 10s ovarios. E l  pico de LH 
;-,k 
' provoca l a  o v u l a c i b  aproximadamente 12 horas m8s t a rde  (Fieura 7-71. 
S i  s e  remueven 10s ovarios an t e s  d e l  aumento de E 2' no aparece e l  p ic0 
de LH, per0 l a  inyecci6n de E2 e ~ 6 ~ e n 0 ,  r e v i e r t e  e l  efecto  de l a  ovariec-  
tomfa ( 52). 
Como comentamos anteriormente,  las hembras exhiben comportamien- 
- 
1 
t o  sexual  cada 4 d i a s ,  en e l  a ta rdscer  que precede a l a  ovulacidn, aproxi- I: 
l, r! 
madamente 30 horas despu6s d e l  aumento de l a  secreci6n de E2 por 10s 0- 3 
. . 
varioe.  S i  ae ovariectomiza una r a t a  unos d i a s  antea  de probar su con- 
ducts sexual ,  entoncee data  s o  anula y l a  hembra responde a1 maoho ya sea 
escapa'ndole o presenta'ndole pelea.  S i  en cambio, s e  inyecta  E2 ex6geno a 
l a  r a t a  ovariectomizada, 10s estimulos sensor ia les  l l evan  a l a  hembra a . 
l a  lo rdos i s .  Esta  e s  l a  postura de apareamiento y en e l l a  t an to  las nal-  " 4  8 .  2 
gas como l a  cabeza de l a  hembra s e  elevan y s e  mantienen r i g i d a s  provocan- 
. .. I 
do l a  concavidad d e l  lomo. El  sistema e f ec to r  en e l  cerebro para l a  l o r -  . : 
dosia  e s  un c i r c u i t 0  de neuronas que conecta l a s  v i a s  a fe ren t sa - senaor ia -  
. I   
-. - --a l e s  de 10s f lancos ,  e l  lomo y l a  pe lv i s  con m6sculoe en e l  lomo y 10s P 
.- 
miembros. La i n f o r m a c i b  s enso r i a l  que s e  rec ibe  sube a l o  l a rgo  de l a  m6- .. -. I 
. - 
dula esp ina l  y e n t r a  a l a  r ed  de las neuronas sens ib les  a1 e s t r ad io l  en 
e l  cerebro,  e l  cua l  ac tda  como un mecanismo de c o n e c o i h  que envia de 
- 
. - 
y.-.-y w 1; 
..A I -+-= 
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vue l ta  una co r r i en t e  de informacibn a o t r o  grupo de neuronas en l a  mddu-. P 
.In 
l a  esp ina l ,  provocando l a  c o n t r a c c i b  muscular ( F i m r a  1-8) ( 52 1. *. 
.I 
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Fiaura 1-8: Esquema para descr ib i r  e l  r o l  de l a s  s e ~ a l e s  qufmicas 
y nerviosas en l a  r e g u l a c i h  de l a  produccidn de E2 y 
l a  lordosis ,  una forma de conducta sexual. En l a  base de l  cerebro, 
un grupo de celulas  nerviosas, 10s efectores neuroendocrinos, e s  in- 
fluenciado tanto por vias  aferentes  sensoriales como por e l  hive1 de 
E2 circulante  en l a  sangre. E l  efector  neuroendocrino secreta  a1 l e -  --J 
- -,I: 
cho capi la r  en l a  base de l  hipotdlamo. LHRH. f s t a  l l e g a  a l a  hipo'fisis 
y produce l i b e r a c i b  de LH. La sangre l l e v a  LH a 1  ovario, donde e s t i -  .' 
mula l a  secrecidn de E2 y si es  suf ic ien te  LH, causa ovdaci6n. El E p  
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receptores de l a s  c6lulas blanco para modificar 10s c i rcu i tos  neura- 
l e s  que controlan l a  s e c r e c i b  de LHRH y l a  lordosis  ( 5 2 ) .  
C A P I T U L O  I1 
EFECTOS DE LA LESION DE LA EMINENCIA MEDIA DEL HIPOTALAMO SOBRE 
LA UNION Y CAPTACION DE ESTRADIOL EN LA H I P O F I S I S  ANTERIOR 
ENTRODUCGION 
A traves de 10s estudios que se han realiaado sobre la re- 
gulacidn de 10s receptores a distintos niveles, se demuestra que estos 
no sdlo son modificados por su hormona especffica, sin0 que estdn ba- 
jo un control multihormonal. Ademds el, efecto que un eeteroi.de ejerce 
eobre un determinado receptor, sea el propio o no, varfa en 10s dife- 
rentes tejidos. 
Con respecto a1 receptor estrogenico se demoetrd que son va- 
rias las hormonas capaces de modificar algunas de sus caracterfsticas 
o bien alterar algbn paso de su .mecanism0 do accidn. 
Se comprob6 que la prolactina aumenta loa niveles de recep- 
tores estrog6nicos en gl6ndula mamaria de rata tanto en condiciones 
"in vivo11 ( 67 ) como "in vitroN ( 68 ) y tambien en tumores mamarios 
en humanos ( 69) y en rata ( 70 ) . 
La testosterona, un esteroide sintetizado en las celulaa 
de Leydig, reduce significativamente la unidn nuclear especffica de 
( 3 ~ )  estradiol en varias zonas eerebrales de ratae castradas adultas 
de ambos sexos ( 71 ) . 
La progesterona modula tambien 10s receptores para eatrd- 
genos. En el tracto reproductivo puede suprimir loa niveles de recep- 
tor para estrdgeno en presencia de elevadas concentracionee sericas 
de estradiol ( 72 ), como tambien disminuir la capacidad del estrdge- 
no para estimular el crecimiento uterino (73 ). Por otro lado, el pre- 
3 tratamiento "in vivoI1 con progesterona aumenta la retenci6n de ( H) 
estradiol por la pituitaria de ratas ovariectomizadas haeta 120 horas 
despuds del pretratamiento (74 ). Lfsk y Reuter interpretaron que este 
aumento en la retenci6n era debido a un aumento en la oantidad de re- 
ceptor para estradiol disponible, como asi tambidn en el contenido 
nuclear de proteina receptora para estradiol . Paralelamente 10s ef ec- 
to8 biolbgicos de 10s progestacionales dependen a menudo de su exposi- 
cidn previa a 10s estrbgenos. Loa estrbgenos aumentan la concentraci6n 
de receptores para progestdgenos en oviducto, vagina, btero, pituita- 
ria anterior e hipotdlamo en una gran variedad de especies. 
La administracidn de dexametasona , un corticoide sintetico , 
3 lleva a una menor retencidn de ( H) estradiol en varios tejidos blanco, 
ya sea que se midiera Itin vivo" la retencidn por tejido total o "in 
vitro", la retencibn nuclear ( 75 ) . Se interpret6 que esto ee debia 
principalmente a un cambio en la afinidad para el estradiol. Con rea- 
pecto a 10s antiestrbgenos, su efecto varia segh el Qrea que se es- 
3 tudie. En dtero y pituitaria el CI-628 redujo la uni6n nuclear de ( H) 
estradiol a un 5% del control y el efecto duraba por lo menos 96 ho- 
ras, mientras que en el drea prebptica-hipotdlamo-amigdala a la8 18 
horas del tratamiento con CI-628 la uni6n disminuy6 a un 13% del con- 
trol y a laa 96 horas se habia recobrado un 70% (76 ). 
Estudiando 10s ejemplos anteriores, comprobamos que no exis- 
t f a n  es tudios  sobre l a  posible  regulacidn de l a  unidn de e s t r a d i o l  
en p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  e hipotdlamo por f ac to r e s  no hormonalea. Podria 
e s t a  uni6n e a t a r  inf luenciada por e l  sistema nervioso cen t ra l?  
Decidimos usar  como modelo animales con l e s i d n  en l a  eminen- 
c i a  media (LEM). Con e s t e  procedimiento s e  desconecta l a  p i t u i t a r i a  
de toda in f luenc ia  neural .  
Estudios preliminares habian demostrado que l a  LEM en r a t a s  
macho producia a t r o f i a  de 10s t e s t i c u l o s  y 6rganos sexuales accesorios,  
l o  cua l  indicaba que habfa un impediment0 en l a  secrecidn de gonado- 
t r o f i n a s  ( 77 , 78 ); luego McCann y colaboradores cornprobaron que en ra-  
tas hembras l levaba a una condicidn de constante d i ea t ro  en e l  cual  
e l  f l u j o  vaginal  e r a  l eucoc i t i co  y 10s ovar ios  estaban l l enos  de cuer- 
pos lf i teos funcionantes ( 79 ). En un es tudio  muy completo, Bishop y 
colaboradores demostraron por primera vcz 10s rLpidos y dramdticos e- 
f e c t o s  de l a  l e s idn  de eminencia media sobre l a  l ibe rac i6n  de gonado- 
t r o f i n a s  y pro lac t ina  ( 80 ). 
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MATERIALES Y METODOS 
L -' -2 
+- 
Animales 
Se u t i l i z a ron  r a t a s  hembras adu l tas  de l a  cepa Wistar (180- 
200g) i n s t a l adas  en una habitaci6n con a i r e  acondicionado, l u s  desde 
7 00 a 19 00 horas diariamente, alimentados con Purina y agua Itad li- 
bitum". 
Todos 10s animales s e  ovariectomizaron por v i a  lumbar bajo 
anes tes ia  con Bter y s e  u t i l i z a r o n  2-4 semanas despues de l a  operacibn. 
~ e s i d n  de eminencia media, 
Se destruyd l a  eminencia media d e l  tuber  cinereum mediante 
una co r r i en t e  an6dica. Se u t i l i z 6  un aparato  estereotdxico para r a t a s  
Krieg Johnson y elect rodo de nicrome a i s lado  except0 en l a  punta. Se 
pas6 una co r r i en t e  de 3 mAmp, durante 20 segundos. En todos 10s casos 
las l e s iones  fueron b i l a t e r a l e s  con l a s  s igu ien tes  coordenadas: 1.4 mm 
de t rd s  de l  bregma, 0.3 mm sobre l a  base d e l  cerebro y 0.5 mm l a t e r a l -  
mente. Los animales estaban anestesiados con ketamina o embutal (33 mg/ 
kg, i n t r ape r i t onea l )  . La evaluaci6n de las l e s iones  f u e  rea l izada  por 
examen anatdmico d e l  hipotdlamo y por e l  n i v e l  de hormonas c i rculantes .  
Sdlo fueron u t i l i z a d o s  10s datos  de animales con menos de 1 ng/ml de 
LH s e r i co  ( 80 ). Los animales controles  fueron igualmente t r a t ados  
except0 que no s e  pas6 co r r i en t e  por 10s electrodos.  Estas  r a t a s  se  
u t i l i z a r o n  7-10 d ia s  despues de l a  operacidn, salvo en aquellos casos 
que s e  especiffcan en "Resultados". 
' A- I r 
Se toman l a s  muestras por recolecci8n 'de l a  sangre t ronca l  
luego de l a  decapitacibn. 
~ i s e c c i d n  de zonas cerebrales  
El  animal s e  s a c r i f i c d  por decapitacidn y s e  removi6 r6pi-  
damence e l  cerebro y s e  disecaron 6 zonas cerebrales  de acuerdo a1 si- 
guiente  procedimiento: cuando s e  r e t i r 6  e l  cerebro s e  encontrd en e l  
p i so  de l a  cavidad craneana l a  h i p d f i s i s ,  que s e  separd de l a  masa en- 
ce fd l ica  a n i v e l  d e l  t a l l o  infundibular.  La gldndula s e  r e t i r 6  con una 
pinza y s e  separ6 l a  adenohipdfisis  de l a  n e ~ r o h i ~ d f i s i s ,  descartando 
e s t a  Gltima. E l  cerebro s e  ubicd con l a  zona ven t r a l  hacia  a r r i b a  y s e  
cor td  con hoja de a f e i t a r  t r ansversa l  y vert icalmente,  e l  primer cor te  
a l a  a l t u r a  d e l  genu d e l  cuerpo ca l loso  y e l  segundo en e l  plano in- 
cluyendo e l  quiasma dp t ico  y l a  comisura an te r io r .  De e s t e  bloque A s e  
disec6 (a )  e l  6rea  t rapezo ida l  que incluye l a  regi6n predptica,  tuber- 
culos o l f a t o r i o s  y banda diagonal de Broca ( e l  &sea pre6ptica) y (b) 




4 - ,+ t e r a l e s  y e l  cuerpo calloso.  Se r ea l i zd  luego un t e r c e r  cor te  t rans- .  . 
1 
versa1 per0 no vert icalmente s ino formando un dngulo de aproximadameni - 
. I 
t e  45' d i r ig iendo e l  f i l o  hacia abajo  y a t r d s  y comensando e l  co r t e  3 
- 
inmediatamente por de t rds  de 10s cuerpos manilares. Se descartd l a  zo- 
na cerebelosa,  quedando l imitado e l  bloque B. Esta porci6n s e  recostd  
sobre e l  plano t ransversa l  a n t e r i o r  y s e  cortd bagitalmente, aproxima- 
damente a 2 mm de l a  cara  ventra l .  De e s t a  porci6n s e  obtuvo e l  hipot&- 
lamo, cortando por las f i s u r a s  hipotaldmicas, y las amigdalas con l a  
cor teza  que las recubre a ambos lados  de l  mism6. Del r e s t o  d e l  bloque 
B s e  separd l a  corteza con pinzas de mod0 que quedd expuesta su cara  
i n t e rna  y s e  sac6 e l  hipocampo entero  que quedd a l a  v i s t a .  Se obtu- 
v ieron las muestras de corteza ce rebra l  cortando t rozos  de cada hemis- 
f e r i o  ( 81 ). 
Receptores 
Ensayo de recep tor  ci toplasm6tico para e s t r a d i o l  
Se sacr i f i ca ron  10s animales por decapitaci6n y s e  removie- 
ron 10s t e j i d o s  a estudiar :  l a  p i t u i t a r i a  y e l  hipotdlamo. El  ldbulo 
pos t e r i o r  de l a  p i t u i t a r i a  s e  separ6 y s e  descartd usando solamente 
en 10s experimentos e l  16bu10 an t e r i o r .  El  hipotilamo ,ge l im i t6  ante- 
riormente por e l  quiasma dptiao,  la tera lmente  por las f i s u r a s  hipota- 
ldmicas, posteriocmente por 10s cuerpos mamilares y por una profundi- 
dad de aproximadamente 3 mm de l a  super f ic ie  ventra l .  
Se homogeneizaron 10s t e j i d o s  de var ios  animales (aproxima- 
damente 1.5 mg de pro te fna l  m l  de c i t o so l )  en buffer TEM (0.01 M Tr is ,  
0.0015 M EDTA, 0.002 M mercaptoetanol, pH 7.4) y s e  centrifugaron a 
105 000 x g durante 60 minutos a 0-4' C. Alicuotas de l  c i t o so l  (0.2 
ml) s e  incubaron durante 20 minutos a 30' C,  por duplicado con 2.2 
3 M de (2,4,6,7-- H) e s t r a d i o l  (New England Nuclear, 90-1 15 ~ i /  mmol) 
3 y s e  hic ieron incubaciones simultdneas, por duplicado con ( H) es t r a -  
- 6 d i o l  mis e l  agregado de 2.2 10 M de e s t r a d i o l  no radioact ivo para 
r e s t a r  l a  unidn no especif ica .  E l  metodo ueado para l a  incubacidn y . . 
l a  separacidn de l a  radioact iv idad l i b r e  y unida fue  adaptada de Gins- 
burg y colaboradores ( 82).  Finalizada l a  incubacidn, s e  separ6 e l  es- 
# - 
t r a d i o l  unido d e l  l i b r e  por f i l t r a c i 6 n  en minicolumnas (0.6 cm x 10 7 .  
cm) de Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala,  wede en), 
e l  cua l  s e  prepard en e l  mismo buffer  de incubacidn. La a l fcuo ta  in-  
cubada s e  sembr6 y s e  eluyd con 1.05 m l  de buffer  TEM. Los elufdos s e  
recogieron en v i a l e s  de conteo y l a  radioact iv idad s e  ex t ra jo  con e l  
agregado de 10 m l  de una s o ~ u c i d n  cente l ladora  preparada con 4 g de 
- -  a 
Omnifluor (New England ~ u c l e a r )  en 1 l i t r o  de tolueno y s e  midid en un 
contador de cen te l l eo  l iqu ido  Beckman LS 100C con un 83% de ef ic ien-  
c i a  para t r i t i o .  Para determinar e l  ('H) e s t r a d i o l  unido especifica- 
mente a receptor  citoplasm6tico s e  r e s t 6  a1 va lor  de l a  rad ioac t iv i -  
- L A  
:.d 
dad t o t a l  unida e l  va lor  de l a  radioact iv idad presente a h  despues deT 
agregado de . es t rad io l  no radioact ivo o f r i o .  Los resul tados  s e  expre- 
saron en c.p.m,/ mg proteins o ferntomoles/ mg ~ r o t e i n a .  
C a o t a c i b  de ( 3 ~ )  eat radio1 ~ o r  l a  ~ i t u i t a r i a  an t e r i o r  y zonas d e l  
aistema nervioso cen t r a l  
Para r e a l i z a r  10s estudios  " in  vivon s e  inyectaron animales 
controles  y con l e s i6n  de eminencia media con 10 u ~ i /  150g de peso 
3 de ( H)  e s t r a d i o l  d i sue l t o  en 0.2 m l  de 20% etanol  en s a l i na ,  i.v.. 
~ e s p u e s  de 1 hora 10s animales s e  anestes iaron con Q t e r  y s e  perfun- 
dieron con 60 m l  de NaCl 0.9% v ia  cardiaca. So ex t ra jo  e l  cerebro y 
l a  p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  s e g h  s e  describib.  
Los t e j i d o s  s e  pesaron y a l i cuo t a s  de 10s mismos s e  colo- 
,caron en v i a l e s  a 10s cuales se  agreg6 0.3 m l  de solubi l izador  NCS 
(Amersham, Sear le  Corp., Arlington ~ e i g h t s )  . Despues de una d iges t i6n  
a 50' C durante l a  noche, l a  mezcla s e  neu t ra l i z6  con 0.1 m l  de 6cido 
ace t i c0  g l a c i a l  (Mallinckrodt Chemical Works, S t  Louis, Mo.) , s e  a- 
l l . '  . 
gregaron 10 m l  de soluci6n cente l ladora  y s e  determin6 l a  r ad ioac t i -  
-:. '- ' 
3 vidad. La concentraci6n t i s u l a r  de ( H) e s t r a d i o l  s e  expres6 como 
d.p.m./ 100 mg t e j i d o  y como l a  re lac i6n  radioact ividad/  100 mg t e j i -  
do/ radioact iv idad/  . I00  mg corteza ce rebra l  (T/C) . 
Determinacidn de pro t e i n a s  
A una a l i cuo t a  de c i t o s o l  (0.2 ml) s e  l e  agregd un volumen 
i g u a l  de dcido t r i c lo roac6 t i co  10% (Mallinckrodt Chemical Works, St .  
Louis, Mo) , s e  centr i fug6 y e l  precipi tado prote ico Se resuspendid 
en 0.3 m l  de NaOH 1 N. Se tomaron a l fcuo tas  de 40 u l  de e s t a  soluci6n 
. 4 
para determinar p ro te inas  por e l  metodo de Lowry y colaboradores ( 8 3  ). . -  -- 
Se us6 albfimina de . suero b v i n o  como estandar.  
Se determind l a  s i n t e s i s  de p ro te inas  t o t a l e s  en p i t u i t a r i a  
3 a n t e r i o r  e hipotdlamo usando ( H) g l i c ina  (2  uCi, 2 umol, 9.3 C i /  mmol, 
New England ~ u c l e a r )  como sus t ra to .  Luego de una incubacidn de 15 m i +  
nutos,  10s t e j i d o s  s e  incubaron durante 120 minutos a 37' C en un 
buffer Krebs-Ringer bicarbonato glucosa ba j o atmdsfera de  carb6geno 
(95% 02-5% ~ 0 ~ ) .  Bajo e s t a s  condiciones l a  velocidad de s i n t e s i s  pro- 
t e i c a  permanece l i n e a r  has ta  180 minutos ( 84 ). Para p u r i f i c a r  las 
pro te inas  y contar  l a  radioact ividad s e  u t i l i z d  un metodo ya desc r i t o (85  ). 
Finalizada e l  tiempo de incubacidn se .  lavaron las p i t u i t a r i a s  .con 1 m l  
de KRBG y s e  pur i f icaron l a s  'prote inas .  Se homogeneizd cada p i t u i t a r i a  
en- 0,5 m l  de 10% &id0 t r ic loroace ' t ico  (TCA) y s e  dejd  en f r i o  durante 
11. . - - 8  - 
- 
la '  noche;' a l a  mafiana s igu ien te  s e  descar t6  e l  sobrenada&e.'Se agreg6 
0.5 ml de 5% TCA y se  calent6 durante 30 minutos a 90'~. descartando e l  
sobrenadante. E l  precipitado s e  disolvid en 0.5 ml de etanol-6t.er (1: 1, 
I I 
V/V) y se  calentd a 4 0 ' ~  durante 15 minuto8 $'se descart6 e l  sobrenadan- 
t e .  Despues de lavar  e l  precipitado con 0.5 m l  de gter ,  s e  disolvid en 
0.2 m l  de NaOH 1 N y se tom6 20 u l  para determinar p r o t e h a s  s e g h  e l  
metodo de Lowry ( 8 3  ). E l  volumen res tan te  se  pas6 a un v i a l  de conteo 
y se  determind l a  radioactivid.ad. Los resultadas se  expresaron como 
Determinacidn de 10s niveles ser icos de hormonas h i ~ o f i s a r i a s  
0 Se tomaron muestras sanguineas y se  la; mantuvo a 4 C 
hasta t o t a l  retracci6n d e l  co6gulo. E l  sumo se separ6 por centrifu- 
gaci6n y se  l o  mantuvo a -20' C hasta  e l  momento de l a  cuantificacidn 
Para l a  medicidn de prolact ina y hormona luteinizante  s e  
u t i l i z 6  e l  radioinmunoan&lisis por doble anticuerpo (86 ). Todas 
las determinaciones se  efectuaron en a l icuotas  de 25 u l  por duplicado. 
' 
La prolactina se  cuantificd uti l izando e l  juego de reactivos 
provistos por e l  NIAMDD, N.I.H., Maryland, E.E.U.U.. Para marcar se  
I 
empled prolactina obtenida de h ipdf i s i s  de r a t a ,  e l  antisuero contra 
l a  prolactina de  r a t a  fue  obtenido en conejos y como patrdn se  u t i l i - r  
zd l a  hormona RP-1 (07 ). 
La hormona luteinizante fie cuantificada por el metodo de 
Niswender, utili 
la obtencidn de 
.sand0 harmona luteintzante ovina para marcar y para - -  
antisuero en conejos. Como pat& se us6 la hormona K& 
NIH-LH-S1 ( 8 8 ) .  En ambos casos el segundo anticuerpo se logrb en o- 
vejas, contra globulins de conejo. Los resultados para ambas hormonas 
se expreaaron en ng/ ml suero. 
Los datos se expresaron como su media y error estanday. Pa- 
.', , & 
. . 
I - ra comparar resultados para diferencias grupales se empled el test de '1 
"trt de Student. Para calcular la pendiente y el ndmero mdximo de eitios 
de uni6n en el andlisis de Scatchard se utilizd el andlisis de regre- 
sidn linear. Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Pac- 
La Fiaura 2-1 muestra 10s resul tados  de va r io s  experimen- 
t o s  cada uno de e l l o s  l levado a cabo con 5 r a t a s  controles  y 5 ratas 
3 con l e s i d n  de eminencia media, sobre l a  unidn de ( H) e s t r a d i o l  en l a  
p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  e  hipot6lamo. En l a s  r a t a a  controles  l a  uni6n a  
t 
c i t o s o l  de l a  p i t u i t a r i a  fue  59.7 - 6.2 fmol./mg p r o t d n a ,  mientrag que 
en e l  c i t o s o l  de l a s  p i t u i t a r i a s  de animales lesionados en l a  eminen- 
c i a  media s e  obtuvo una d i sminuc ih  s i gn i f i c a t i va :  36.9 t 6.1 fmol/ ' 
rng protefna (p  (0.025) . En r a t a s  controles  e l  c i t o s o l  de hipotdlamo 
uni6 considerablemente menos e s t r a d i o l  que l a  p i t u i t a r i a  l o  cual  con- 
firma l o  hallado en o t r o s  l abora tor ios  ( 89 , 90 ). La l e s i6n  de eminen- 
c i a  media no a l t e r 6  10s ya bajos valores  de unidn encontrados en h i -  
potdlamos in tac tos .  La pro lac t ina  s e r i c a  estaba significativamente au- 
a ,  1 
mentada por l a  les i6n.  mientras que 10s n ive l e s  de LH eran bajos (a 
gura  Z1). 
Se invest ig6 l a  in f luenc ia  .del  tiempo de l e s idn  de eminen- 
c i a  media sobre l a  uni6n d e l  H e s t r a d i o l  en l a  pi tu i t t i r i a .  Los re-  
sul tados  graficados en l a  F i m r a  - 2 2  demuestran qus una hora despues 
de l a  operacidn l a  unidn fue  un 34% menor que l a  cont ro l ,  l a  disminuci6n 
fue m6s marcada a  las 24 horas y alcanz6, aproximadamente, un 20% de 
su va lo r  con t ro l  a 10s 7 y 21 d fa s  de rea l ieada  l a  les i6n.  Concomitan- 
t temente, 10s va lores  de p ro lac t ina  s e r i ~ a ,  que eran 21 - 2 ng/ml en 10s 




3 F i ~ u r a  2 -1. ~ r d f i c o  superior: Unidn de ( H) es t rad io l  a critosol de p i tu i -  
t a r i a  an ter ior  e hipotdlamo en r a t ae  controlea con les i6n  si- 
mulada (columnas ab ier tas )  y r a t a s  con les idn  de eminencia media (ooLum- 
na8 osouraa). Las f iguras  dentro de l a s  columnas representan e l  ndmero 
de experiment08 separados,cada uno de e l l08  llevado a c a b  con 5 r a t a s  
controles y 5 lesionadas, 
Grifico infer ior :  Niveles de prolact ina se r i ca  (panel izquieP- 
do) y hormona lu te in isante  (panel derecho) en r a t a s  controles ( columnas 
ab ier tas )  y r a t a s  con les idn  de eminencia media (eolumnas oecuras). La8 
figuras dentro o sobre l a s  columnae r e p r e s e n t q  ei ndmero de mimalea 
* ** 






3 Figura 2-2. Unidn de ( H) e s t r a d i o l  a c i t o s o l  de p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  
. . I- en r a t a s  controles  con l e s i6n  simulada y r a t a s  con l e s idn  
L . I '  
de eminencia media estudiadas 1 hora, y 1 ,7  y 21 dfas despues de ope- 
radas. 
t t 
controles se elevaron a 239 - 60 ng/ml a la hora de lesi6n. 300 - 94 
t t 
ng/ml a las 24 horas, 279 - 50 ng/ml a 10s 7 dias y 236 - 57 ng/ml a 10s 
t 21 dfas de realizada la lesibn. Estos valores son la media - estandar 
de 4 animales por punto. 
Se investigaron .los par6metros de la unidn en el equilibrio 
3 de ( H) estradiol a citosol de ratas controles y lesionadas en la emi- 
nencia media. Para ello se incubaron alicuotas de citosol de pituitarias 
de ambos grupos de animales con concentraciones crecientes de estradiol 
que cuhrian un rango de 760 a 7600 ferntomoles. Loe resultados se grafi- 
caron segb el metodo de Scatchard y se muestran en la Fiaura 2-3. El 
numero mdximo de sitios de uni6n disminuy6 de 170 fmol/mg protefna en 
10s animales control a 79 fmol/mg protefna en 10s lesionados; las cons- 
tantes de asociacib (Ka) en ambos grupos estaban en el mismo orden de 
magnitud (1.72 lo8 M" en 10s controles, 3.58 10 -8 M-l en 10s grupos le- 
sionados), a pesar que las rectas no fueron paralelas. Esto indica que 
3 las diferencias en la uni6n especiflca de ( H) estradiol en las ratas 
lesionadas reflejaba mayormente cambios en la capacidad mdxima de uni6n 
m6s que en la afinidad del receptor. En esta serie de experimentos, to- 
das las ratas lesionadas eran hiperprolactin6micas y preeentaban bajos 
valores de hormona luteinizante shrica, sirnilares a 10s mostrados en la 
- 1  
Fiaura 2,-1. 
, 4  
Esl la Tabla 2-1 se muestra el efecto de la 1esi6n de eminen- 
. 3  cia media sobre la distribucidn del ( H) estradiol administrado "in viva". 
Fieura 2-3. Andlis is  por e l  metodo de Scatchard de l a  u n i b  de ('H) ea- 
t r a d i o l  a c i t o s o l  de p i t u i t a r i a  an t e r io r  en r a t aa  controles  
(c i rcu los  negros) y r a t a s  con l e s i6n  de l a  eminencia media (cfrculoa 
ab i e r to s )  . Eh controles  l a  capacidad mdxima de unidn, fue 170 fmol/mg 
8 protefna y Ka f u e  1.72 10 M-I (para l a  pendiente, r: 0.97, p 40.001). 
En r a t a s  lesionadas,  l a  capacidad mdxirna de uni6n fue  79 fmol/mg prote- 
8 ins y Ka fue  3.58 10 M-' (para l a  pendiente, r: 0.85, p<0.05). 
I Tabla & l .  ~ a p t a c i d n  de ( 3 H) es t radio l  por l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  y regiones 
I 
I cerebrales de r a t a s  controles y r a t a s  con lesidn de eminencia media. 
I Ratas controles Ratas les3,onadas 
Te.i ido d.~,m./lOO ma t e j ido  T/C 







T/C : Radioactividad en t e  j i d o l  radioactividad en corteza. 
-t Resultados expresados en promedio - e r ro r  estandqr; n6mero de obeervaciones: 
6 animales por grupo. 
* 
Difiere significativamente del  t e j ido  control p(O.O1. 
~1 ratas contro~ea la mayor captacidn se encontrd en la pituitaria se- 
guida par el hipotdlama, mientraa que el reato Be Iar  Lreaa examinsdam 
en cerebro contenfan menos radioactividad. La captaci6n fue menor en la 
pituitaria e hipotdlamo de ratas con 8 dias de lesionadas, ya sea que 
10s resultados se expresen como radioactividad tisular (d.p.m./100 mg) 
o como la relacibn tejido/corte~a (T/C) . No h u b  diferenclas entre am- 
boa grupos en Qrea prebptica, septum, amigdala, hipocampo o corteza ce- 
re bra1 . 
En lh filtima serie de experimentos ae estudid la incorpora- 
3 cidn de ( H) glicina a proteinas totales de pituitaria e hipotdlamo. 
En ambos tejidos la sintesis proteica de 10s animales lesionados h e  
U' > 
similar a 10s controles (~abla 22). 
s = f J @ I m m  - - 
- .  L .  I 
- .  
u- t Tabla 2-2. ~ncorporacidn de ( 3 H) glicina a protehas de pituit&ia anterior 
e hipotdlamo de ratas controles y ratas con lesidn de eminencia 
media. 
z. k - -  E;:* '; 
be-: 
P; . 
INCORPORACION' ( c  .p .m. /mn protefna) 
Pituitaria anterior 
12 652 + 778 Controles 
LEM 
Los resultados s e  expresaron como medias - r;S; LEN: an~rna~es curl rarrrvar uw . . 
eminencia media8 N: ndmero de animales. - - 
- .  f ' .  . -::- 'R 
DISCUSION 
Los resultados obtenidos sugieren que 10s receptores ci to-  
sdl icos para es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  podrian e s t a r  bajo l a  
influencia d e l  sistema nervioso central ,  ya que a 1  interrumpir l a  nor- 
mai relacidn ent re  e l  cerebro y l a  p i t u i t a r i a ,  con l a  l e s i b  de l a  e- 
minencia media, s e  produce una disminuci6n de l a  unidn de es t rad io l  
Itin v i t r ~ ~ ~ .  
Esta disminucidn ya es notoria a l a  hora de destrufda l a  emi- 
nencia media y contin6a hasta alcanzar un ltplateauN a 10s 7 dfak. Esto 
indica un efecto rdpido y duradero de l a  destruccidn e l e c t r o l f t i c a  
hipotaldmica sobre 10s receptores para es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  ante- 
r i o r .  
Eh 10s a n i m l e s  lesionados ex ia te  una disminucidn de l  '50% en 
l a  capacidad mQxima de unidn y l a  constante de asociacidn e s t i  en e l  
, mismo orden de magnitud que l a  hallada en 10s animales controles. Sin 
embargo l a  f a l t a  de paralelismo en l a s  r ec t a s  obtenidae de 10s datos 
graficados s e g h  e l  metodo de Scatchard, sugieren que 10s animales l e -  
sionados podrfan sumar a la  reducci6n en e l  ndmero de receptores, un 
cambio en l a  afinidad por e l  es tradiol .  Esta reduccidn en l a  capacidad 
de unidn no se  debe a un efecto generalizado de l a  les idn  hipotaldmica 
sobre l a  s f n t e s i s  proteica en l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  ya que Qsta  ae 
l a  incorpom . cina , fue  
I 
similar .  ambos grupos 
de animales. 
Paralelamente a 10s estudios realizados "in v i t row,  se  estudid 
. 
3 l a  captacidn " in  vivon de ( H) es t r ad io l  por 10s d i s t in tos  te j idos.  Los 
resultados demostraron que l a  les idn de l a  eminencia media produce una 
disminucidn en l a  retencidn de es t rad io l  por l a  p i t u i t a r i a  an ter ior ,  de 
mod0 que se  r a t i f i c d  l o  hallado "in vitro".  
Los estudios " in  vivo" demostraron a su vea una disminuci6n 
de l a  captacidn de e s t r ad io l  por e l  hipotdlamo de 10s animales lesiona- 
dos, dato que no se  habia detectado en l o s  estudios " in v i t row.  S i  bien 
e s t e  dato es sorprendente podrfa explicarse por e l  hecho que l a  captacidn 
f i n  vivon de e s t r ad io l  por e l  hipot6lamo depende no sdlo de 10s recepto- 
r e s  sin0 de o t ros  factoree,  POP ejemplo, l a  i r r igac idn  sanguinea. Por 
o t ro  lado, la  captacidn hipotaldmica de e s t r ad io l  no fue un proceeo com- 
pletamente saturable (60%) y en consecuencia ex i s t e  una contribucidn de 
retencidn no especifica.  Ademds podria se r  que 10s cambios se  produjeran 
en sonas d iscre tas  y que en 10s experimentos realiaados Ifin v i t ro f f ,  no 
pudieran detectarse por l a  dilucidn que produce e l  empleo de hipotdla- 
mos to ta les .  
b 
' 
El mecanismo por e l  cual l a  les idn  de eminencia media reduce 
10s receptores para e s t r ad io l  en l a  p i t u i t a r i a  estd ab ier to  a l a  espe- 
, . 
culacidn, aunque pueden considerarse tanto efectos directos  como indi-  
rectos.  
, El hipothamo repula coqtinuaQen$e' l a s  propiedades y l a s  
q1yqF- f i3  
. v c Y - ;  - - -  1 .  - 
1 .  
, . 
. * -  . . 
funciones s ec r e to r i a s  de l a a  ce lu las  de l a  p i t u i t a r i a  a tr 
l ibe rac idn  de neurohormonas y neurotransmisores que l l egan  a l a  p i t u i t a -  =; 
- .  
- 8 . -  - -4 
-- r ia  a t r av6s  d e l  sistema porta. La les idn  hipotaldmica posiblemente 
-? Y - - .  LA 
!I . - destruya e l  s i t i o  de s i n t e s i s  y/o t r h s i t o  de  es tos  maduladores y asf ? 
J 
- 
.T - .  - l a  p i t u i t a r i a  quedarfa l i b r e  de l a  in f luenc ia  neural.  En consecuencia 
I : 
e l  e fec to  de l a  l e s idn  de eminencia media r e f l e j a r f a  l a  ausencia de 
regulaci6n sobre todas l a s  funciones de las c6 lu las  h ipo f i s a r i a s ,  in -  
cluyendo 10s receptores  para estrbgenos. 
Ya ha sido demostrado por o t ro s  l abora tor ios  que l a  l e s i d n  de 
l a  eminencia media disminuye l a  produccidn y secreci6n de d iversas  hor- 
monas hipof isar ias :  hormona fol iculoest imulante ,  l u t e in i zan t e ,  cort ico;  
t r o f i na ,  i i r o t r o f i n a  y sornatotrofina (80 , 91 , 92 ) . S i  bien no hay una 
.' i 




b le s  de l a  l ibe rac idn  de cad& una de e s t a s  hormonas contiene receptores  
para e s t r ad io l ,  e l  t r aba jo  de Stumpf ( 93) ut i l i zando  autorradiograffa  
despu6s de l a  administracidn de e s t r ad io l ,  demostr6 que e l  85% de la8 
c6 lu las  de l a  p i t u i t a r i a  re ten ian  e s t r a d i o l  y l a s  a c i d 6 f i l a s  contenfan 
una mayor proporci6n d e l  e s te ro ide  radioact ivo . 
Una in te rpre tac idn  a l t e r n a t i v a  de 10s experiment05 e s  que 10s 
cambios en l a  s i tuac idn  end6crina que produce l a  l e s idn  de l a  eminencia 
media, Sean 10s responsables de l a  reducci6n de 10s receptores  en l a  pi -  
. - --$ 
t u i t a r i a .  Todos 10s animales lesionados tenfan a l t o s  n ive les  de prolac- 
..-g 
t i n a  y bajos 10s de hormona l u t e in i zan t e  s6r ica .  A l a  hora de s ac r i f i c a -  - I- 
.> 
. . 
dos, 10s animales e ~ t a b a n  hiperprolactin6micos y es ta  situaci6n rre repe- 
t f a  en animales ut i l iaados a 10s l, 7, 8, 10 y 21 dias  de lesionados. 
Este dato corrobora e l  de Bishop y colaboradores ( 80). Este grupo demos- 
t r d  un aumento rgpido de hormona lu te in isante  s6rica a la  hora de l a  
lesi6n de l a  eminencia media, con una declinacidn posterior a niveles 
muy bajos. 3311 consecuencia no parece haber un paralelismo entre  10s ni- 
veles de hormona lu te in izante  y 10s datos aqui presentados de l a  uni6n 
de es t radio l ,  que sugiere en carnbio, que l a  disminuci6n en el ndmero de 
receptores r e f l e j a  l a  direccibn ascendente de la  l iberaci6n de prolact i -  
La prolactina t iene  efecto de retroa~imentacidn negativa sobre 
l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  y e l  cerebro ( 9 4 ) .  Esta acci6n conduce a una dis- 
minucidn en e l  peso d e l a p i t u i t a r i a  an ter ior  y en l a  concentracidn de 
prolactina despues de l a  administracidn d e  es ta  hormona ( 95) o el trans- 
plante de tumores secretantes de prolactina (96 ). 
La hiperprolactinemia es t6  tambien ligada a m a  disminuci6n en 
l a  secrecibn de gonadotrofinas ( 97). Tanto l a  h ipdf is i s  an ter ior  como 
e l  cerebro contienen receptores para prolactina (98 , 99 ) y ~ o d r i a  espe- 
cularse que uno de 10s efectos de l a  retroalimentacidn negativa de l a  
prolactina s e  relaciona con l a  regulaci6n de l a  unidn de estradiol .  S i  
a s i '  fuera, l a  disminucidn de l a  unidn de es t radio l  podria se r  uno de 10s 
posibles pasos por 10s cuales l a  prolactina limita su propia s h t e s i s  y 
secrecibn, en l a  medida que e l  es t radio l  aumenta l a  funcidn y l a  actividad 
secretora de las celulas productoras de prolactine en la hipdfisis ante- 
rior (81 , 84 ). 
En conclusj,6n, la concentracidn de receptores para estradiol 
en la hipdfisis anterior puede estar regulada directa o indirectamente 
i 
por el cerebro. Los mediadores de este efecto podrfan implicar sustan- 
cias neurales secretadas por el hipotdlamo y/o niveles sericos de algu- 
na hormona hipofisaria. 
C A P I T U L O  I11 
EFECTO DE L A  BROMOCRIPTINA Y LHRH SOBRE L O S  
RECEPTORES ESTROGENICOS DE LA A N T E R O H I P O F I S I S  
- . .I--:-' 
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En e l  capi tulo  an t e r io r  describimos 10s efectos que l a  les idn '  
de l a  eminencia media producia gobre 10s r e c e p t o ~ e s  en l a  p i t u i t a r i a  
a n t e r i o r  y 10s cambios hormonales que podrfan e s t a r  involucrados. En- 
fatizamos asimismo l a  inf luencia  d i r ec t a  que podrfa e j e r ce r  91 sistema 
nervioso cen t r a l  sobre 10s receptores hipof isar ios .  
Para ana l i za r  a6n m6s es to s  cambios decidimos ver qu6 e fec to  
s e  obtenia sobre l a  uni6n de e s t r a d i o l  en p i t u i t q r i a  de r a t a s  hiperpro- 
, 
lactinemicas debidas a una les idn  de l a  eminencia media, con e l  t ~ a t a -  
miento con un agonis ta  dopamin6rgico. Actualmente l a  dopamina e s  acep- 
tada como e l  p r inc ipa l  f ac to r  inhibidor  de l a  secrecidn de prolact ina .  
Como agonista dopaminergico s e  e l i g i 6  brogocr+ptina por su  f u e r t e  ac- 
ci6n i n h i b i t o r i a  sobre l a  prolact ina .  
Los compuestos d e l  ergot  t ienen una es t ruc tura  de a n i l l o  t e -  
I - 
t r a c i c l i c o  llamada ergol ina  (6-metil-ergolina) . fieden diferenciarse  3 - L.: 
subgrupos importsntes: a )  derivados d e l  acfdo l i s6 rg i c0 ,  en t r e  e l l o s  l a  
bromocriptina, b) derivados de l a s  clavinag y c) compuestos carac te r i - -  
aados como amino ergol inas  ( ~ i n u r a  4-1 ). 
Ya en 1954 Everet t  (100) descr ibid  que l a  desconeccidn de l a  
h ip6 f i s i s  de l a  in f luenc ia  neucal, mediante su t ransp lan te  bajo l a  cdp- 
su l a  rena l ,  produce una hipersecrecidn de prolact ina .  Noao t r o s  u t i l i -  
samos e s t e  modelo para probar 10s efec tos  de bromocriptina y cpmparar 
arnidas del 
6cido Iisdrgico 
Por o t r a  par te ,  consideramos que l a  acci6n de l a  dopamina 
podria s e r  d i r ec t a  sobre l a  h ipbf is i s ,  a trav6s de sus raoeptores es- 
pqxdficos, o bien indireota, En e s t e  caso, algunos autores postulan quet 
l a  dopamina . l ibera  LHRH o fac tor  l iberador de 18s gonadotrofinas ( 101) 
s 
Por l o  tanto. disefiamos experimentos en que l a  u n i b  d e l  ('H) qstradiol 
fue estudiada en animales coq y s i n  tratamiento con LHRH. 
E l  estudio sobre e l  efecto de& LHRH f ie  completaqo con experi- 
mentos dande s e  estudi6 1s posible accidn de e s t e  fac tor  aobre 10s re- 
eeptores c i tosb l icos  para eatradio$, y adends sobre l a  t r a n s l o c a c i h  
nuclear de l  complejo estradiol-yeceptor, evento de trascendental impor- 
tancia  para l a  expresi6n bioldgica de l a  accibn de l a  hormona sobre 
l a  ~ Q l u l a '  blanco. 
+--.I :,;%Tq I . - -  I , -  FYI -. L _ - .  - -  
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Animales 
Lesi6n de l a  eminencia media 
E l  procedimiento u t i l i z a d o  fue desc r i t o  en e l  Capftulo 111. 
Los animales lesionados fueron en todos 10s eaperimentos ratas hembras 
Wietar cas t radas  (1 80-200 g) . 
TransoLante de l a  h iwdf i s i s  debajo de l a  cspsula r e n a l  
..' 4 ,  - I r L - -  
. r- 771 .- - 1  m? ,-- 
. - / I  - I' 
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r ca en os  an ma e s  receptores.  
r= r . Tratamiento con drouas clue modifican l a  secrecidn de l ~ r o l a c t i n a  
1 .  
' Los animales fueron t r a t ados  con mesilato de bromocriptina 
(Sandoz, Suiza) con e l  f i n  de r e v e r t i r  l a  hiperprolactinemia causada por 
(a )  l a  i e s idn  de eminencia media o (b) 10s t r ansp lan tes  de h ip6 f i s i s  ba- 
jo  c6psula renal .  
- La bromocriptina con e l  agregado de i g u a l  cantidad de dcido 
t a r t g r i c o  s e  d i so lv id  en e tano l  70%-sbluci6n f i s i o l d g i c a  (30: ?L) v/v) 
has ta  una concentracidn de 3mg/ml. Todos 10s animales recibiaron e l  si- 
guiente  esquema de inyecciones subcutdneas: una dos i s  d i a r i a  t o t a l  de 
3mg/kg durante una semana en dos dos i s  igualmente d iv id idas  a las 9 00 
y 16 00 horas. A 1  8' d i a  10s animales s e  inyectaron a l a s  9 00 horas y s e  
sac r i f i ca ron  a las  12 horas  por decapitacibn. Los animales controles  re-  
c ib ie ron  s6I.o vehiculo. 
Tratamiento con e l  f a c t o r  l ibe rador  de nonadotrofinas 
Se u t i l i z a r o n  dos preparados de LHRH: 1)  LHRH na tu ra l  s i n t e t i c o  
(Luteol iber ina ,   lea), obtenido por donacidn d e l  D r .  Ibafiez y 2) un ago- 
t 6 
n i s t a  d e l  LHRH, denominado Buserelin (D-Ser (Bu ) LHRH( 1 -g))etSarnida, ob- 
tenido por donacidn d e l  D r .  Fernand Labrie, Laboratory of Molecular En- 
' . - 7 '  
' I > . %  " 1 1  
' :, L' 
1 3 m ,  L , 1 -  
w -- -:4 ,--';7 
). : docrinology, Le Centre Hospitalier de l tUniversi t6  Laval, Quebec, Canadd. Im - - 
k- En ambos casos, e l  LHRH s e  disolvib en 0.9% NaCl conteniendo 1% 
gelat ina y se  conserv6 a -4'~. LOB esquemas terap6uticoe fueron muy varia- 
dos y se  detal lan en 10s d i s t in tos  experimentos de la  secci6n Resultados. 
8;: - 
F a  * 
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Receptores 
Ensayo de l  receptor oitoplasrn6tico para es t rad io l  
Los de ta l l e s  de l  metodo u t i l i s ado  fueron especificados en e l  
capftulo 11. 
Ensavo de intercambio nuclear para es t rad io l  
Los animales fueron t ratados previamente con es t rad io l  de acuer- 
do a 10s protocolos especificados en 18 seccidn Resultados. Este procedi- 
miento es nacesario para lograr  l a  translocacidn a 1  niicleo de 10s recep- 
to res  c i t ~ ~ l a s m i t i c o s ,  aunque implica l a  determinacidn de 10s receptores 
to t a l e s ,  ee dec i r ,  translocados mds 10s l i b r e s  e x i s t e k e s  en e l  niicleo 
ce lu lar  ( 102 ) . . 
E i  metodo fue adaptado de Roy y McEven (102 ). Se homogeneisa- 
ron 10s t e j idos  de 3 animales en un buffer 0.001 M KH PO , pH 6.5 con- 2 4 
teniendo 0.003 M MgCh, 0.32 M sacarosa y 0.25% (v/v) Tritb X 100 (Mallin- 
ckrodt Chemical Works, St. Louis, U. S.A. ) . El homogenato s e  centrifug6 
durante 10 minutos a 3000 rep.m. y O'C y se  obtuvo un primer sobrenada 

; '  
actividad t o t a l  unida e l  valor de l a  radioac_tividad presente a h  des- 
puds de l  agregado de e s t r ad io l  frso.  Loa resultados se  expresaron cow 
ferntomoles/ mg ADN o c.p*m*/ mg ADN* 
I 
Incubacidn "in v i t ron  de p i t u i t a r i a  an ter ior  
Los t r o ~ o s  de t e j ido  se  colocaron en vasos de 10 m l  y se agre- 
g6 1 m l  de buffer Krebs Ringer bicarb on at^ glucosa burbujeado con carb6- 
geno (95% O2 y 5% C02). Se incubamn l a e  mliestras a 3 7 ' ~  durante d i s t i n t o s  
tiempos t a j o  atmdsfera de carb6geno. Finalisada l a  incubacih ,  10s t e j i -  
dos se  pesaron y t ra ta ron  de acuerdo a 1  t ip0  de determinacib a efectuar. 
~eterminaeidn de 10s. niveles ser icos de hormonas hipofisar ias  
La descripcidn de 10s radioinmunoensayos de prolact ina y LH 
f i e  detal lada en e l  ~ a p f t u l o  11. 
L 
Andlisia es tad is t icos  
Los datos ee expresaron c 
comparar resultados para diferencias  grupales se  empleb e l  t e s t  de v t u  
de Student.Los datos se  obtuvieron de una oomputadora Hewlett Packard A 
modelo 981 5A. 
J 
RESULTADOS . 
Como ya demostramos en e l  Capitulo I1 las r a t a s  con l e s i b  en 
l a  eminencia media y sacr if icadas 8 d i a s  despues de l a  operacidn presen- 
3 tan una s igni f ica t iva  reduccidn en l a  u n i b  d e l  ( H) es t r ad io l  a 1  ci tosol  
de p i t u i t a r i a  an ter ior  y un increment0 considerable en 10s niveles de 
prolact ina s6rica (Fiaura 3-1). ~ s t o s  cambios se rev i r t ie ron  por t r a t a -  
miento de 10s animales lesionados con inyecciones d iar iaa  de bromocrip- 
t i n a  a p a r t i r  de l  d ia  que se  ubicd l a  les idn  hasta e l  sacr i f ic io ,  8 dfas 
3 despu8s. En e s t e  caso. l a  u n i h  de ( A) es t r ad io l  f i e  mayor en 10s anima- 
l e a  lesionados y t ra tados con bromocriptina que en l a s  r a t a s  lesionadas 
y t ra tadas  s6lamente con vehiculo (p < 0.02) . Con respecto a 10s animales 
con operacidn simulada, l a  unidn fue ligeramente mayor aunque no signi- 
f i ca t iva .  Los niveles  de prolactina s e  redujeron en 10s animales les io .  
nadoe despu6s d e l  tratamiento con bromocriptina ( ~ i a u r a  3-1 ) . 
Posteriormente, quisimos invest igar  s i  e l  tratamiento con 
3 bromocriptina afectaba tambien l a  unidn de ( H) es t rad io l  a c i to so l  de 
p i t u i t a r i a s  normalea ademds de hacerlo en 10s animales ledionados. A 
t a l  efecto se  t r a t d  un grupo de r a t a s  ovariectomizadas, diariamente 
con l a  droga durante 8 .dfas,  a 1  f i n a l  de 10s cualea se  hicieron eneayoa 
de uni6n y determinaciones de niveles de prolactina.  En l a  Fiaura 3-2 
se muestran 10s resultados de 5 experimentos separados. El tratamiento 
con bromocriptina de l a s  r a t a s  controles tuvo un l i ge ro  efecto estimu- 
~ r d f  ico  superior: e s t r ad io l  
. . 
c i tosol  
r i a  an ter ior  en ratas controles con les idn  simulada, les i6n  en 
l a  eminencia media (LEM) y LEM t ra tadas  con bromocrlptina. Las f iguras  den 
t r o  de l a s  columnas representan n6meros de experiment08 separados, cada u- 
no de e l l o s  llevado a cabo con 5 animales. 
it 
4 
~ r d f i c o  infer ior :  Niveles de prolact ina edrioa en e l  mismo 
- 
grupo de animales. La8 f iguras  dentro o sobre l a 8  columnas representan . 
- 
*: e l  n h r o  de animales eetudiados. Los resultados se  e 
I - 
c t e r ro r  eatandar. (*p < 0.001 vs. controles, *Yp < 0.02 VB. LEM) . 
F E l  
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3 W m r a  3-2. ~ r d f i c o  superior: Uni6n de ( H) es t r ad lo l  a c i t o s o l  de p i tu i t a -  
ria anter ior  en ratas controles y ratas controles t ra tadas  con 
bromocriptina. 
, . 
, Grdfico inferior:  hiveles  lie prolact ina s b i c a  .en 10s mismos 
grupos de animales. Lo8 ndmeroa dentro de las columnas representan e l  
ndmero de animales estudiados. En e l  grdfico superior 10s nfimeros repre- 
presentanexperimentos separados, coda uno de e l l o s  llevado a cab0 con 5 
animale a 
3 l a t o r i o  sobre l a  uni6n de ( H) es t rad io l ,  pero que no fue s ign i f i ca t i -  
vamente diferente  de 10s animales controles. Los niveles de prolact i -  
na se r i ca  fueron similares en ambos grupos. El efecto de l a  bromocrip- 
t i n a  fue considerado especifico para p i t u i t a r i a s  desconectadae de l  ce- 
rebro mediante les i6n  hipotaldmica. 
Otra aer ie  de experimentos se  l levaron a cab0 usando o t ro  . 
modelo de r a t a  hiperprolactin6mica. En es t e  caso e l  aumento de prolac- 
t i n a  plasmdtica s e  l o p 6  mediante e l  transplante de gldndulas p i tu i -  
i 
t a r i a s  ba jo l a  cdpsula rena l  ( 100 ) . 
3 La Fipura. 3-3 muestra 10s resultados de l a  unidn de ( H) 
es t r ad io l  a p i t u i t a r i a s  "in s i tu"  de animales con transplante,  a pi-  
t u i t a r i a s  transplantadas bajo l a  c6psula renal  y a p i t u i t a r i a s  trans- 
plantadas bajo l a  cdpsula renal  de animales t ra tados con bromocriptina. 
3 La uni6n de ( H )  es t rad io l  a p i t u i t a r i a s  "in e i t u n  de animales con 
transplante dio valores de 157 t - 9 fmol/ mg proteina (media f - e r ro r  
! 
estandar, n=4 experimentos), en e l  rango de l a s  p i t u i t a r i a s  normales 
mostradas en las Fimras  3-1 y 3-2 (163 + - 16 y 189 + - 36 fmol/ mg pro- 
te ina ,  r e ~ ~ e c t i v a m e n t e )  . La uni6n en l a a  p i t u i t a r i a s  transplantadas 
de r a t a s  no t ra tadas  fue $610 un 10% del  valor hallado en las gldndulaa 
" in s f tu f t  de l  mismo grupo de animales. 
En contraste  con l o  hallado en r a t a s  con les idn  de l a  eminen- 
c i a  media, e s t a  reduccidn de 10s receptores estrog6nicos no fue rever- 
t i da  por e l  tratamiento de 10s animales transplantados con bromocrip- 
I 3 Finura 3-3. ~ r d f i c o  superior: Uni6n de ( H) es t r ad io l  a c i toso l  de pihiti; 
r i a s  l1in eituI1 de anfmales con transplantea (A) .  de p i tu i t a -  
rias transplantadas (B)  y de p i t u i t a r i a s  tranaplantadas en animales t r a t a -  
do8 con bromocriptina ( C )  . (Cp ( 0.001 vs. p i t u i t q i a a  'in s i tu"  . grupo ( A ) )  
~ r d f i c o  inferior:  Niveles de prolact ina sdrica en animales con 
transplante t ra tados o no con bromocriptina. (*- < 0.001 va. r a t a s  trans- 
plantadae). Las figuraa dentro o sobre las columnas representan e l  n6mero 
de animales eetudiados. En e l  g r i f i co  superior, las figuraa dentro de l a s  
,columnas representan e l  ndmero 
- 
llevado a cab0 con 5 anima1.e~. 
de experimentos aeparados. , cada uno 
t i n a  por 8 dfas. Los niveles de prolactina s6rica a consecuencia de 
10s tranaplantee s e  elevaron aproximadamente 5 veces (p (0.001) com- 
parados con loe  nivelea en ra taa  controles ovariectomiaadas (Fipuras 
3-1 r 3-2). El tratamiento con bromocriptina redujo es tos  niveles sig- 
nificativamente en 10s animales con transplante.  Este dato concuerda 
con l o  demoatrado por I?liickiger y deL Poao ( 104 ), l o  que sugiere que 
l a  bromocriptina actuarfa no solamente a n ive l  hipotaldmico aino tambidn 
directamente sobre l a  p i t u i t a r i a  como agonista del  receptor dopaminer- 
gico . 
Luego de demostrar que l a  bromocriptina regulaba 10s recep- 
tores  ci tosdl icoa de l a  a n t e r ~ h i ~ b f i a i a ,  nos abocamoe a di lucidar  s i  
otroe faatores  hipotaldmicoo intervendrian en l a  regulaci6n de estos  
receptorea, por l a s  razones discutidaa en l a  ~ntroduccidn de ee te  ca- 
En l a  Tabla 3-1 mostramos 10s resultados de varios experiment08 
donde tratamos animales con LHRH o estradiol .  Utilisando dosie de 5 ug/ 
rata/dfa  durante 5 dfas de l  anilogo s in tg t ico  denominado ~ u a e r e l f n ,  
no observamos~cambios en r a t a s  hembras intactaa o ra tae  castradas. En . - . 
I 
r a t a s  castradas, t ra tadas  con ea t rad io l  en l a  dosis  de 0.125 ug/ 100 g -, 
F-- durante 5 dfas,  no obtuvimos cambios cuando e l  tratamiento ineluy6 
; ) I  '- LHRH ( ~ a b l a  3-1). El LHRH no modified l a  uni6na d e l  ( 3 ~ )  eetradiol  aunque c. : I 
.---, . produjo aumentos de l  LH e6rico. 
La f a l t a  de regulacidn de 10s receptoree ci tos6l icoe por LHRH,, ; 
nos l levd  a considerar l a  posible influencia de l  fac tor  l iberador ' *dl 
- .  
' 4 
- 7 9 - .  - 
. . .. 
- 
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I -id= Tabla 3-1. Evidencias que el LHRH administrado 'in vivoV no modifica 10s 
receptores citosdlicos estrog&nicos de hipdfisis incubadas 
Itin vitrott .
LHRH (ugl E, &, (ug/100a PC1 





Grupos: a)animales enteros tratados con 5 ug LHRH (Buaerelin)/dia duran- ' 1 .  - 
te 4 dias y castrados el dia anterior a1 experimento; b) animales caatri- 5 
a 
doa e inyectados durante 4 dfas con LHRH; c) grupo semejante al a), y d)&';li - 
animales castradoa e inyectados con 0.125 ug/100 g de estradiol y LHRH , . - I  
5ug/dia durante 4 dfas. 
9 < 0.025 
. - 
ear de la hormona, en vista a 10s resultad 
grupo de Muldoon ( 105 ) en este sentido. En esta serie de experimentos, 
considerado control, y a1 segundo se le administrd 1 ug de LHRH (Lute01 
berina   lea) por dfa durante 7 dfas. Una hora antes del sacrificio, am 
grupos fueron estimulados con 20 ug de estradiol imp. para inducir la 
trans~ocacidn nuclear. La Figura 3-4 muestra 10s datos en 10s animales 
controles con y sin tratamiento con LHRH (columnas de la derecha): no 
tadas con LHRH en la dosis de 1 ug/ dia durante 7 dias, mientras que 
1 . ,  pos fueron estimulados con 20 ug de estradiol i.p. 1 hora antes del 1 I --. experimento, en el que se determinaron 10s receptores nucleares para 
1:. ( 3 ~ )  estradiol mediante la t6cnica de intercambio. La Fipura 3-4 mues- 
E.1 tra que en forma similar a las ratas controles, 10s animales con lesid 
h'- 1 ;  ' hipotal6mica nd respondieron a1 LHRH, en cuanto a que la translocacidn 
nuclear no fue modificada por el tratamiento. 
En otros experimentos, empleamos diferentes esquemas terap6u 
- 
1 5- ticos para estudiar el posible efecto del LHRH sobre 10s receptores estro. f - 
r genicos del n6cleo. En 10s experinkentos de la Naura 3-2, animales cas- 
trados fueron tratados con 10 ug de LHRH cada 30 minutes, en total 3 
inyecciones, con sacrificio a 10s 60 minutos. Un primer grupo fue tra- 
tad0 con 500 ng de estradiol/ 100 g de peso y otro con 50 ng de hormona 
* 
Fipura 3-4. Ensayo de intercambio nuclear. Grupo (a)  : animales lesionados 
en l a  eminencia media (LEM) e inyectados o no, durante 7 dfas 
con lug ~~FiH/dfa,  2 dias  despu6s de l a  operaci6n. Grupo (b): iddntico 
esquema pero utilizdndose l a s  p i t u i t a r i a s  de animales controles. 
Los nfirneros en l a s  columnas representan e l  nfimsro de experimentos aepara2 
dos, cada uno de e l l o s  llevado a cab0 con 3 animales. 
Fipura 3-5. Ensayo de translocacidn nuclear Ifin vivott. Los animales se tram 
taron con 3 inyeccionea de LHRH (10ug) cada 30 minutos y se sa. 
crificaron a la hora. Grupo (a): inyectados durante 2 dias previos con 500 
ng E2/100g PC. Grupo (b): inyectados durante 2 dfaa previos con 50ng E2/ 
100g PC. El ndmero en las columnas repreeenta eantidad de experimentoa 
separados, cada uno de ellos llevado a cab0 con 3 enimales. 
mostr6 diferencias entre 10s grupos tratadas con LHRH y 10s no tratados. 
La dltima posibilidad explorada fue que el LHRH actuara "in vi- 
trou sobre la hip6fisis regulahdo la translocacidn del receptor cito- 
plasmdtico a1 ndcleo. Para estudiar este mecanismo, se emplearon animales ' 
I 
Ir - controles castrados,en el primer experiment0 (~abla 3-2) y animales con 
r 
r ' tratamiento; b) con el agregado de LHRH  userel el in) 50 ng/ml de medio; c) 
con estradiol, 150 ~ ~ / m l  de medio y d) LHRH mds estradiol. Luego de incu- 
- bar laa gldndulas en estas condiciones durante 60 minutos, se analizaron 
observa que en las pituitarias de animales castrados sin tratamiento, se . '  
receptores nucleares libres, ya descrito por otros autores ( 106 ) . El 
d). El agregado de estradiol "in vitron fue sumamente efectivo para pro- 
mover la translocacibn, y eats accidn evidentemente no necesita del LHRHS 
Cuando se utilizaron ratas con LEM (Tabla 3-21, y en todos 10s - - - #  
Tabla 3-2. Efecto d e l  LHRH sobre l a  translocacidn nuclear d e l  receptor  
estrogenico "in vi t ro" .  
'r . 
fp 1. ( 3 ~ )  e s t r a d i o l  unr8o/ ma AD& LHRH (ng/ml) 
Grupo (a )  
Grupo (b) 
Grupo (dl  
Las h i p d f i s i s  de r a t a s  cas t radas  se  incubaron durante 60 minutos 
a 3 7 ' ~  en rnedio Krebs-Ringer bicarbonato glucosa, en ausencia de hormonas 
r. (grupo a ) ,  con LHRH (Buserelin,  grupos b y d ) ,  o con 150 p g / d  de e s t r a d i o l  
! (grupos c y d) .Finalizada l a  i n c u b a c i b  s e  d e t e r m i d  l a  u n i b  nuclear de l  p i  -- - 3 ( H) e s t r a d i o l  mediante ensayo de intercambio. 
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Tabla 3-2. Efecto de l  LHRH sobre l a  t r a n e l o c a c i b  nuclear del  receptor 
estrog6nico " in  vi t ror l  de l a  h ip6f is i s  de r a t ae  con leei6n 
de eminencia media (LEM) . 
- 
. d 
R . ~  F;"; , 
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Estradiol  Animales LHRH 3 ( H) es t rad io l  unido n 
0 (ng/ml> (fmol/ma ADIJ) - 
Grupo (a )  150 
Grupo (b) 150 LEM 
Grupo (c)  LEM 
La8 h ipdf is i s  de r a t a s  castradas controles (grupo a)  y de ra taa  
con LEM (grupos bYc)  fueron incubadas durante 60 minutos a 3 7 ' ~  en medio 
Kreba Ringer bicarbonato glucosa, en presencia de 150 pg/ml de ee t rad io l  
y LHRH 50 n g / d  (grupo c ) .  A 1  f i n  de l a  incubacidn se  determind l a  unidn 
3 nuclear d e l  ( H) ea t rad io l  med ia t e  ensayo de intercambio. n: dmero de ex- 
-- . . - 
perimentoe, cada uno llevado a cabo con 3 
translocaci6n nuclear, concordantemente con la reduccidn de 10s recep- . 
tores citoplasra$lticos que muestran estos animales y que describimos en e 
~apitulo 11. Estos valores nd se modificaron por el agregado de LHRH. 
q. 1 !*- - 1 
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DISGUSION 
v 
E31 e s t e  capitulo se  conf i rm que l a s  r a t a s  con lesidn en l a  emi- 
nencia media t ienen menor capacidad para unir ( 3 ~ )  es t r ad io l  en e l  c i toso l  
de l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  y un increment0 pronunciado de 10s niveles  de 
prolact ina sBrica. Noaotros postulamos que l c s  cambios en l a  unidn de l  es- 
trdgeno podrian deberse a: 1 )  perdida de a l g h  fac tor  hipotaldmico que nor- 
* 
malmente mantenga e l  contenido de receptores estrog8nicos, 2) un efec- 
t o  de 10s niveles ..elevados de prolact ina circulante  sobre l a  p i t u i -  
t a r i a  an ter ior  o 3) algdn o t ro  fac tor  desconocido. 
De e s t e  modo, se  l levaron a babo experirnentos para di lucidar  es- 
t a s  posibil idades como a s i  tambidn para determinar sf  l a  menor capacidad 
de l a  gldndula para unir es t rad io l  podia xestaurarse por tratamiento con 
un agonista de l a  dopamina, que estd postulado como e l  fac tor  inhibidor 
de l a  pro lac t ina  (107 ). El agonista usado fue bromocriptina, que inhibe 
l a  s e c r e c i b  de prolact ina interactuando con receptores dopamin6rgicos 
de a l t a  afinidad de l a  p i t u i t a r i a  ( 108, 109) 
En l a  primera ae r i e  de experimentos l a  pronunciada accidn de 
L' 
- A 
bromocriptina para disminuir 10s niveles de prolactina en 10s animales i 
lesionados fue t a m b i b  acompazada por un aumento de 2.6 veces de l a  u n i h  :; 
de l  e s t r ad io l  en l a  h ip6f is i s  an ter ior  l o  que sugeria un efecto de prolac- ;: 
. I 
t i n a  en l a  regulacidn de 10s receptores para es t rad io l  o bien una accidn' 
-4: 
. -.=I 
d i rec ta  de bromocriptina sobre 10s receptores p i tu i ta r ioe .  
' 4 
Un segundo paso en 10s estudios l l ev6  a comprobar e l  efecto 
que ten$a bromocriptina sobre l a  unidn de l  e s t r ~ d i o l  y 10s niveles de pro 
l ac t ina  en r a t a s  normalee, o sea, .sill l e d h  hlpotaldmica. El tratamien- 
t o  no modificd 10s valores controles;  l a  bromacriptina no fue capaz de au- 
mentar significativamente e l  ya elevado ndmero de receptores hipofisa- 
r i o s  en r a t a s  ovariectomizadas. 
E l  t e r ce r  paso fue estudiar  l a  uni6n de es t rad io l  en p i t u i t a r i a  
en o t ro  modelo de r a t a  hiperproldctin6mica: animales con p i t u i t a r i a s  trans- 
plantadas bajo l a  cdpsula renal.  La uni6n de es t rad io l  por l a e  p i t u i t a r i a s  
"in s i t u "  de r a t a s  transplantadas no fue afectada por l a  presencia de l  
transplante,  l o  cual descartarfa a l a  prolact ina como e l  pr incipal  factor  
que regularfa  10s receptores estrog6nicos. Las r a t a s  que llevaban e l  trans- 
plante estaban hiperprolactin6micas y Bsto se  redujo notablemente luego del 
tratamiento con bromocriptina como ocurria con &as r a t a s  con les idn  en l a  
eminencia media. Es interesante  hacer notar que 10s s i t i o s  de unidn para 
e s t r ad io l  en las p i t u i t a r i a s  transplantadas fueron muy bajos y no s e  reco- 
braron con e l  tratamiento con bromocriptina en contraposici6n con e l  efecto 
de bromocriptina en animales con leeidn en l a  eminencia media. Sin embargo, 
l a  droga l l ega  hasta l a s  cglulas lactotropas,  ya que se  reducen 10s niveles 
de prolactina.  La inefectividad de l  agonista en recuperar 10s receptores en 
l a s  p i t u i t a r i a s  transplantadas a valores normales puede explicarse por o- 
t r a s  diferencias: l a s  r a t a s  con les idn  en l a  eminencia media t ienen mayores 




ducido . . -  nive l  de l  r e s to  de l a s  hormonas higofisar&as. Las r a t a s  con gldndu- 
A - 
-. - =-a 
- 
- * 
l a i  transplantadas tienen manor n ive l  6e brolac l n--%- X&'c6ri . .respecto a1  modelo 
anter ior ,  l a  s f n t e s i s  de pro4actina estd disminufda y l a  hipofunci6n de l a  
gl&dula es mda severa ( 80, 94, 110-1 12) . . 
Con respecto a l a  posibil idad que l a  dopamina estuviera actuando 
a trav6s de o t ro  fac tor ,  nuestros resultados demuestran que tanto e l  LHRH 
natura l  como su anilogo s in t e t i co  (Eluserelin), no modificaron 10s recepto- 
r e s  para es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  de ra ta .  
La f a l t a  t o t a l  de efecto de l  LHRH sobre 10s receptores estrog6ni- 
cos fue determinado mediante estudios y disefios diferentes: 1) tratamien- 
t o  con LHRH "in vivou en r a t a s  castradas con y s i n  trataminto estrogeni- 
co y en l a s  que se  estudid l a  unidn de l  estrdgeno en a c i tosol ;  2) t sa ta -  
miento con LHRH de r a t a s  castradas con y s i n  les ibn  de La eminencia media 
y en l a s  que se  estudid l a  unidn en e l  ndcleo luego de l a  translocacidn 
efectuada por administracidn " in  vivou de es t rad io l ;  3) animales tratadoe 
" in  vivou con LHRH y/o e s t r ad io l  y en 10s que se  determind l a  unidn de l  es- 
t r a d i o l  a 1  receptor c i tosd l ico  luego de la  incubacidn de l a s  h ipdf is i s  "in 
- 
- vi t ro" ;  4) tratamiento " in vitrofl con LHRH con y s i n  es t rad io l ,  determindn- 
dose l a  translocacidn nuclear " in  vitrol1, en h ip6f is i s  de r a t a s  castradas 
normales o con les idn  de eminencia media. 
Creemos que l a s  evidenciaa experimentales son de suf ic ien te  peso 
para afirmar l a  f a l t a  de accidn d e l  LHRH sobre 10s receptores estrog6nicos. 
Estos estudios no apoyan 10s t rabajos  de Muldool y col. ( l O 5 ) ,  quienes ob- 
servan que e l  LHRH es m y  act ivo para inf luenciar  t 
r - :  
v i t ron  l a  t rmslocac idn  d e l  receptor estrog6nico. No podemos aventurar hi-  ' :.,. 
="Ir " 
pdtes is  sobre e s t a  discrepancia, y solamente mostrar que bajo nuestras c o n - b  I a 
diciones experimentales, que fueron l a s  d s  variadas posibles, e l  efecto 
* no e s  demostrable. Las dosis  de LHRH natural  o s in t6 t ico  fueron bioldgica- 
mente ac t ivas  t a l  como l o  demuestran e l  incremento de l  LH serico de l a s  r a  
t a s  sometidas a 1  tratamiento con e l  fac tor  l iberador ,  
La conclusidn de estos  estudios, sumando 10s resultados de e s t e  -- 
capitulo a 10s de l  capitulo anterior, es  que cuanao se zmpzue ra llegaua _ 
- 
. . - - I  3 
A n  A n n a m i n n  n 1 n ni t.11-l t .nr in  a tr 
paminergico bromocriptina restaura ambas variables. 
no presentan r e d u c c i b  d e l  n6mero de receptores estmg6nicos; b) l a  prolac--; 
7 
-
-.. ...Vy..-.- - -- ,, ,,-,-,- - L1av6e de l  sistema porta,  s e  presenta una rs- 
duccidn de l a  unidn de l  es tradiol ,  y paralelamente un incremento de 10s . 
- 4 . ~ ~ 1  aa an --lactina circulante ,  La te rapia  supletor ia  con e l  agonfsta 
La posibil idad que sea l a  prolact ina l a  causante de l a  reduocidn 
de 10s receptores estrogenicos, no se  ve avalada por l a s  siguientes concl 
u-uajv uv rc. ursyuuru ,..,,--, ---. ..-26fisis " in  situI1 de 10s mismos animales - 
t i n a  !'per sell en 10s casos que fue administrada y cuyos d a b s  figuran 
*U ..A "Y* urr*-r \ - .  , --, . .-, --- - * b.. - estrog4nicos de o t ros  6rganos blanco, t a l e s  como l a  gl(tndula mamaria y e l  ' #  
4, 
t 
L a  demostracidn or ig ina l  de l  efecto de bromocriptina sobre 10s 
- 91 - 
4 
- C 
., . '  
-1 .i, . 5 - 
- - 
.. '.- 
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- ' -  -:.. 
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7 1 i t . e ~ . a t . i t 7 . ~ 1  f h7- 68.11 7) nunca disminuvd sin0 sue aumentd 10s receptores --7 
J I  - 
receptores estrog6nicosr se  ha v i s to  considerablemente reforzada por re- .. I -  -- 
cientes  publicaciones. - Carr i l lo  y col. ( 11 4 ) demostraron que l a  concentra- 
cidn de receptoree estrog6nicos anterohipofisarios deaciende luego del tra- 
tamiento 'con J, -metil-tirosina, a1 tiempo que aumenta l a  prolactina s8ri- 
- 
car mientras que e l  tratamiento de es tos  animalea con bromocriptina, deo- 
ciendo 10s niveles de prolactina,  a 1  tiempo que r ev ie r t e  l a  reduccidn de 
10s receptores. En ot ro  modelo estudiado por Carr i l lo  y col., r a t a s  con 
lesidn hipotaldmica producida por erdministracidn neonatal de monosodio g l w f  
f is is  que rev ier ten  por bromocriptina. 
. 7 b ? -  
Eata con~uncidn de datos sugiere e l  control hipotaldmico dopa- 
,&- 
minhrgico de l a  poblaci6n de receptorea estmg6nico de l a  h ip6f is i s  anter ior .  + vA 
f' . 
C A P I T U L O  IV 
EFECTOS DE LA DIABETES SOBRE LA UNION DEL ESTRADIOL 
W EZ CITOSOL DE LA P I T U I T A R I A  ANTERIOR E HIPOTALAMO 
INTRODUCCION 
La diabetes mellitus estd asociada con fallas reproductivas 
ferneninas tanto en animales como en humanos. Etn ratas de experimenta- 
cidn la diabetes causa: l) el cese o alargamiento del ciclo estral con 
prolongados periodos de diestro; 2) maduracidn sexual retardada en ani- 
males prepdberee; 3) menor nfimero de dvulos liberados cuando ocurre la 
ovulacidn; 4) aurnento de la reabsorcidn fetal; 5) deficienciae en la 
lactancia y 6) reduccidn importante de 10s peeos ovdricos y uterinoe 




- :.k- ( 1 1  5 - 117, 120 ) . Estos cambios ae adjudicaron a problernae ovdricos ya 
que en ratas con diabetes por aloxano, hay una menor respuesta de 10s 
ovarios a las gonadotrof inas adminietradas en f orma exdgena , aunque 10s 
niveles de gonadotrofinas enddgenae parecen sstar normales (118 ,120 1. 
En realidad 10s pesos uterinos reducidos y el ndmero de ovdcitos de 10s 
diabetic08 son consistentes con la esteroidogdnesis ovhica y respuesta 
ovulatoria dificultada. 
Otroa trabajos consideran tambien como caueante direct0 de 10s 
problemas reproductivos en la diabetes, a alteraciones en la regulacib 
de la actividad ovdrica por el sistema nervioso central -.L y en La accidn 
= - I =  M 1 L -  I - I  x -Ld 
central de 10s esteroides. Denari y Rosner demostraron'qce en ratas dia- 
beticas por aloxano existe una reduccih en la captacidn de E2 por el 
hipotharno anterior y adenohipdfiais luego de la interrupcih del tra- 
tamiento insulhico, pero no en titero, vagina o mdsculo esque16tioo (119 1, 
mientras que Gentry y col. (120) publicaron que en animales diabetic08 
e x i s t i a  diggnyci6n de l a  captaci6n nuclear de l  e s t r ad ie l  . - en e l  SNC e 
- r,. -- - - 7 - dP1 
hip6f is;susin cambios en l a  ceptaoidn pdr 1;s t* j id'os Cdtales. 
En e s t e  c a ~ f t u l o  confirmamos 10s cambios en l a  captacidn 
nuclear (120) y observamos ademds una disminucidn en l a  unidn c i toedl i -  
ca de E2 en l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  de r a t a s  con diabetes por estreptozo- 
tocina (STZ). pero no en e l  hipota'lamo. Estos cambios en l a  u n i h  de l  E2 
no son debidos a una redueci6n en l a  s in ted is  prot8ica. 
Animales 
I ZT. r 
7%- - - MATERIALES Y METODOS 
Se u t i l i a a r o n  ratas hembras adu l tas  de l a  cepa Wietar (180-200g) 
ins ta ladae  en una habitacidn con a i r e  acondicionado, l u a  deede 7 00 a 19 00 
horas diariamente, alimentadas con Purina y agua "ad l ib i tumN. 
Todos 10s animales s e  ovariectomiaaron par  v i a  lumbar bajo anes- 
t e s i a  con Q te r .  
Inducci6n de l a  d iabetes  
- I  --I 1 Una semana despu6s de l a  ovariectomfa, las r a t a s  fueron t r a t a -  
, a'+- 
90 mg/kg de Estreptozotocina ( ~ e n t i l e z a  D r .  Houssay, upjohn) i.v., 
preparada de acuerdo a Junod y col.  ( 121 ). 
Loa animales fueron u t i l i a ados  un mes despues de l a  induccidn 
de l a  d iabetes ,  y en ese  momento l a  glucosuria fue  mayor a1 2% y l a  glu- 
cemia mayor de 400 mg%. 
Receptores 
Ensavo d e l  recep tor  ci toplasm6tico para e s t r a d i o l  
I 1 4 ,  
- - r '  
Los d e t a l l e s  d e l  metodo u t i l i a a d o  fueron especificados en e l  
Capf t u l o  II (122) . 
d - .  ; 1 -  -11 j _. - -  I r,..- - - ' I  I d m :  -.- L.ar, - ; 3 . - - , ,  - -!! I -- ----I - i ---.. I - :; yyr- , I - 
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~ a ~ t a c i b  nuclear de ( 3 ~ ~  estradiol Dor la ~ituitaria anterior e hiwtblamo 
3 Se inyectaron animales bajo anestesia, con 10 uCi ( ~)-E~/150 g 
PC, por via i.v.. A la hora fueron reanefkesiados y perfundidos con 60 ml 
de 0.9% NaCl por via intracardfaca (123). Se juntaron pituitarias ante- 
riores e hipotdlamos de 3 animales y se aislaron 10s ndcleos segib el 
metodo de McEwen y Zigmond (124). Los tejidos se homogeneizaron en un 
buffer 0.001 M KH PO , pH 6.5 conteniendo 0.003 M MgC12, 0.32 M SaCarosa 
2 4 
y 0.25% (v/v) Triton X 100. El homogenato se centrifugd durante 10 minu- 
tos a 850 x g a 0-b°C y se obtuvo un primer sobrenadante (8N1) y un pe- 
llet nuclear crudo. Este pellet se resuspendid en un buffer 0.001 M KH$'04, 
pH 6.5 conteniendo 0.003 M MgC12, 0.32 M sacarosa (sin ~riton) y ae la- 
vd dos veces centrifugando a 850 x g durante 10 minutos cada vea y des- 
cartando 10s sobrenadant ee . Los n6cleos purif icados se resuspendieron 
en 0.2 m l  de la solucidn 0.32 M sacarosa, sin Triton, y se mezclaron con 
1.05 ml de un buffer 0.001 M KH PO , pH 6.5 que contenfa 2.39 M de saca- 2 4 
rosa, 0.001 M MgC12 para dar una concentraci6n final de sacarosa 2 M. 
Esta mercla se centrifug6 a 0-k°C y 12 000 r.p.m. durante 30 minutoa. 
D 'L 
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Se descartij el sobrenadante y se obtuvo un pellet nuclear piirificado. 
Eate pellet fue extraido con 0.4 M KC1 a 0-4'~ y luego de centrifugar, 
la radioactividad residual retenida en 10s ndcleos fue extraida con eta- 
no1 (125 ). Se determind la radioactividad presente en el primer sobre- 
nadante SN1 (citoplasma), en el extracto de KC1 y en el extracto etanb- 
3 l i c o ,  expresando 10s resultados como fmoles ( H)-E~ en l a  fraccibn/mg 
de proteins. p. 
-. - 
1 I 
~ncomorac ibn  d6 14~-amiaodcidoa~ a,, mote inas  hipof i s a r i a s  
Cada p i t u i t a r i a  s e  preincubd durante 15 minutos a 3 7 ' ~  en 1 
ml de buffer Krebs-Ringer bicarbonato glucosa (KRBG). Se descartd e l  me- 
5 dio y s e  agreg6 1 ml del  miamo buffer mds 4 x 10 c.p.m. de una meacla 
de 4~-aminodcidos ( ~ e w  England ~uc lea r ) .  
rrl 
- - - I: F- - -  Se incubaron l a a  gldndulas durante 120 minutos a 3 7 ' ~  bajo at-'.-'?: L 
+L-;---- -4 
mosfera de carb6geno (95% 02-5% COP) en un incubador metab6lico Dubnoff. 
F'inalizado e l  tiempo de incubaoi6n s e  lavaron la8 p i t u i t a r i a s  con 1 mil 
de KRBG y se  purificaron l a s  proteinas. Se homogeneizd cada p i t u i t a r i a  
en 0.5 m l  de 10% dcido t r ic loroacQt ico  (TCA) y se  dej6 en f r i o  durante 
l a  noche; a l a  mafiana s iguiente  s e  descartd e l  sobrenadante, Se agreg6 
0.5 m l  de 5% TCA y se  oalentb durante 30 minutos a 90°c, descartando e l  
sobrenadante. El  precipitado se  disolvib en 0.5 ml de etanol-6ter (1:1, 
V/V) y se  calent6 a 4 0 ' ~  durante 15 minutos y se  descartd e l  sobrenadan- 
te .  Despu6s de l ava r  e l  precipitado con 0.5 m l  de Qter ,  s e  dieolvid en 
0.2 m l  de NaOH IN y se  tom6 20 u l  para determinar ~ r o t e f n a s  s e g h  e l  
me'todo de Lowry ( 83 ). El volumen res tan te  se  ~ a s 6  a un v i a l  de conteo 
y se determini l a  radioactividad. Los resultados se  expresaron como capam. 
Los datos se expresaron como su media y error estandar. Para 
comparar resultados para diferencias grupales se  enpled e l  teat  de 'It" 
de Student. Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Packard 
modelo 98158. 
RESULTADOS 
La Figura 4-1 muestra 10s resul tados  d e l  ensayo de unidn d e l  
3 ( H) - E ~  en c i t o s o l  de l a  h ipd f i s i s  an t e r io r  y e l  hipotdlamo. Ocho ensa- 
yos fueron l levados a cab0 para l a  p i t u i t a r i a  y s e i s  para e l  hipotdlamo, 
3 10s que demoetraron que e l  grupo d i ab i t i co  unid menos ( H) - E ~  (P (0.05) 
en e l  c i t o s o l  de p i t u i t a r i a  que l a s  r a t a s  controles,  mientras que no hu- 
bo cambios en l a  unidn en e l  hipotdlamo, Esta  reduccidn de l a  unidn no 
fue  debida a 1  e fec to  dele tere0 y poco especifico de l a  diabetes  sobre 
l a  s f n t e s i s  p ro te ica  de l a  p i t u i t a r i a ,  ya que l a  incorporaci6n de una 
mezcla de amino6cidos marcados con 14c a las proteinas  t o t a l e s  de l a  
h ipd f i s i s  fueron s imilares  en 10s grupos controles  y diabdticos (Finura 
3 Se estudid tambien l a  c a p t a c i b  d e l  ( H) -E2 " in  vivo". Los da- 
t o s  de l a .  Tabla: 4-l muestran l a  cantidad de E que quedd remanente en 2 
e l  citoplasma luego de l a  precipi tacidn nuclear,  ademds de l a  radioact i -  
vidad incorporada en l a s  dos fraceiones nucleares ( sa l i na  y etan6l ica)  . 
3 La radioact ividad nuclear ex t ra fb le  con 0.4 M KC1,  que represents a 1  ( H)- 
E unido a macromol6culas (125 ) se vid mrcadamente dieminuida en e l  2 
grupo diabdtico . El mater ia l  ex t ra fb le  con etanol  , que posiblements re- 
presen ts  l a  hormona unida a cromatina ( 126), disminuyd levemente, mien- 
t r a s  que l a  r e d u c c i b  en l a s  mismas f racciones  per0 de hipo,tdlago su f r i6  aii ,,:-=71 - h m  
- '. \.: ' a  
tambi6n una pequeila, disminuci6n. Las r a t a s  d iabe t icas  t a m b i h  mostraron- 
-. Pi tui taria 
3 Figura 4-1. (a)  U n i h  del  ( H)-E~ en e l  c i toso l  de l a  pituitaria ante- 
r ior  y e l  hipothamo en ratas controles (c) y diabeticas (D). 
Lo8 ndmeros en circulos representan e l  nGmero de experimentos. (b) Incor- 
porac ib  de 14~-aminodcidos a protehaa tota les  ds pituitaria de ratas 
controles (c) y diabeticas (D). 
*p ( 0.05 vs.  ratas controles. 
3 Tabla 4-1. Captacidn d e l  ( H) e s t r a d i o l  por 10s n6cleos y citoplasma 
de l a  p i t u i t a r i a  an t e r i o r  e  hipot6lamo de ratas controles  
y diabe t icas .  
P i t u i t a r i a  
( fmol/mg p ro t  . ) (fmollmg pro t . )  
Control ~ i a b e t i c o  Control ~ i a b e t i c o  
Nuclear: K C 1  e x t r a i b l e  
Nuclear: e tano l  ex t r a ib l e  64.0 55.8 
menos rsdL~eividad en la fraccidn citoplasmdtica de la pituitaria an- 
terior (Tabla 4-1). Estos resultados sugieren que 10s receptores del E2 
estaban disminuidos tanto en las fracciones nucleares como en el citoplas- 
ma de las hipdfisis de ratas diabeticas. 
DISCUSION 
Estas demostraciones apoyan 10s t rabajos  de Gentry y col. (120 ), 
3 sobre l a  r e d u c c i h  de l a  captaci6n de l  ( H)-E* en l a  p i t u i t a r i a  de ra- 
t a s  diabeticas,  pero encontramos ademds en e s t a  gldndula un receptor c i-  
tos6l ico defectuoso en n6mero y probablemente en su translocacidn ge l  
citoplasma a 1  nbcleo. 
El  transtorno de l a  unidn de l  es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  puede 
se r  responsable de l a s  anormalidades de l a  funcidn reproductiva descr i tas  
en l a  diabetes melli tus (115 - 118), ya que se  sabe que l a  acci6n de l  
es t rad io l  es  necesaria para obtener respuesta de las celulas  gonadotropas 
a 1  LHRH ( 127 ). Dentro de e s t a  l inea ,  Kirchick y col ( 128 ) demostraron 
que en r a t a s  diabeticas e l  pico preovulatorio de LH se  pierde, presumi- 
blemente debido a una menor sensibil idad de l  hipot&amo y de l a  p i tu i t a -  
r i a  an ter ior  a 1  E2. Esto a su vez expl icar ia  l a  anovulaci6n de l a s  r a t a s  
hembras diabdticas. 
Aunque existan pocos t rabajos  que discutan l a  regulacidn de l a  
i n t e r a c c i b  de l  complejo E2-receptor a nivel de l a  p i t u i t a r i a ,  e s t a  rela-  
cidn puede e s t a r  modulada por e l  hipotdlamo. Esta conclusidn se  basa en 
l o  demostrado en e l  ~ a p f t u l o  I1 en r a t a s  con les idn  en l a  eminencia media, 
l aa  que presentaron reducci6n de l a  unidn de l  es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  
anter ior .  Esto sugiere que 10s animales diabeticos t ienen a g o  en comh 
con 10s lasionadoa en l a  eminencia media, y es  posible que un transtorno 
- 
hipotal8mico e s t6  detres  de 10s cambios en 10s receptorea de l a  hip& 
fisis  observados en e l  presente capitulo. Sin embargo, otros  factores  
patog6nisos no pueden excluirse,  ya que 10s cambios en l a  diabetes no 
se reducen a 1  es t rad io l  sino que tambien ex i s t e  una disminucidn en l a  
unidn y en l a  respuesta a 10s andrdgenos y a 10s corticosteroides en 
e l  cerebro y l a  p i t u i t a r i a  anter ior  de animales diabetic05 (119, 123, 
129, 130). 
C A P I T U L O  V 
RECEPTOR EN LA PITUITARIA ANTERIOR DE RATAS DIABETICAS 
INTRODUCCION 
Como se  explic6 en e l  ~ a p f t u l o  I V ,  l a  diabetes crdnica condu- 
ce a una severa f a l l a  reproductiva en animales hembras. Aunque existen 
discrepancias acerca de l  origen de e s t a  f a l l a ,  creemoa que en par te  pue- 
de adjudicarse a una a l te rac idn  de l  e j e  sistema nervioso central-hipdfi-  
sis. Esta sugerencia se  ve apoyada por l a  respueeta anormal a 1  LHRH de 
l a  p i t u i t a r i a ,  l a  f a l t a  d e l  pico preovu_latorio .- de LH y l a  anovu~.acidn 
I .  w r -  
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de l a s  r a t a s  diabet icas  ( 128, 131). Tambi'dn 10s datos de l  efecto de ' 
esteroides sexuales sobre estructuras  nerviosas atestiguan l a  disfmcidn 
del  e j e hipotdlamo-hipdfisis: l a  captacidn por t e  j ido t o t a l  y . l a  unidn 
en c i toso l  y n6cleos de l a s  hormonas sexuales, estdn disminufdas en l a  
p i t u i t a r i a  e hip0 t6lamo de animales diabeticos ( 1 1 9,120,132). ~ambi6n 
l a s  a l teraciones primarias en 10s drganos reproductivos pueden s e r  l a s  
causas que produscan 10s transtornos que se  presentan en l a  diabetes, 
aunque no todos 10s autores que han trabajado en e s t e  tema estdn de a- 
cuerdo (133 - 135). 
En e s t e  capftulo se  presentan resultadoe sobre l a  transloca- 
c i b  " in  vivon d e l  complejo EZ-receptor desde e l  c i to so l  a 1  ndcleo en 
r a t a s  controles y diabeticas.  Se demuestra que l a  translocacidn en l a  
p i t u i t a r i a  estd reducida en r a t a s  diabet icas  ovariectomisadas tratadae 
con una dosis baja de E2 y es t e  cambio se  acompaiia de una disminucib 
de l a  respuesta bioldgica a 1  E2, expresada en l a  reducida inducci6n de 
receptores progestacionales y l a  pobre respuesta prolactinica s6rica. 
Con una dosis elevada de es t rad io l  l a  translocaci6n en l a s  p i tu i t a r i a s  
diabet icas  se  normaliza, como a s i  tambi6n l a  respueata bioldgica bipo- 
f i s a r i a  a 1  E2. En e l  dtero de r a t a s  diab6ticas. tanto l a  dosis a l t a  como 
1 
l a  baja de E2 resul tan en menor t r a n s l o c a c i b  de l  complejo hormona-recep- 
t o r  a 1  ndcleo. Finalmente, se  discuten l a s  posibles rayones por l a s  que 
se  obtuvieron respuestas diferentes  en e l  dtero y l a  p i t i i t a r i a  de r a t a s  
- - 
con diabetes experimental. 
MATERIALES Y METODOS 
Se u t i l i s a ron  ra taa  hembras adul tas  de l a  cepa Wistar (180-200g) ' 
mantenidas en una habitacibn con a i r e  acondicionados, l u s  desde 7 00 a 19 00 
horas diariamente, alimentadas con Purina y agua "ad libitumn. 
Todoa 10s animales se  ovariectomizaron por via  lumbar bajo anea- 
t e s i a  con Qter .  
Induccidn de l a  diabetes 
Una semana deapuea de la  ovariectomfa, l a s  r a t a s  fueron t ra ta -  
das con 65 mg/kg de Eatreptozotocina (STZ, gentileaa de l  D r .  David Zam- 
brano de Laboratorios Upjohn) i.v. ( 129 ) . 
Los animalee fueron u t i l izados  un mea despues de l a  induccidn 
de l a  diabetes y en ese momento la  glucosuria e ra  mayor a 1  2% y l a  glu- . 
t 
cemia era  de 488 - 14. mg/dl (n=10). 
La inducci6n de receptores progestacionales ee rea l i sd  por 
- 
tratamiento de 10s animales con inyecciones d i a r i a s  8.c. de 0.5 o 25 ug/ 
100 g peso corporal (PC) de benaoato de E2 en ace i t e  vegetal ( ~ e n t i l e z a  
d a l  Dr .  Montuori, Laboratorio Gador) durante = .  3 - diae d s  una cuarta inyec- 
' . , :-m 
cib i.p. 60 minutos antes del sacrificio de E2 en 30:70 v/v etanol-sa- 
lina. El mismo esquema de tratamiento fue empleado para estudiar el in 
tercambio nuclear de E2 por 10s n6cleos uterinos. 
~ecolecci6n de sannre 
Se tomaron las muestras por recolecci6n de la sangre troncal 
luego de la decapitacidn.. 
Receptores 
Ensayo de intereambio nuelear para estradiol en la ~ituitaria anterior 
Para 10s ensayos de intercambio nuclear en la pituitaria 10s 
animales se inyectaron i.p. 60 minutos antes del sacrificio con 0.5 o 
25 ug/100 g PC de E2 en 30:70 v/v etanol-ealina y luego se procedid 
segh se detalld en el Capitulo 11. 
Ensavo de receptor eitosd1,ico vropestaeional en la pituitaria anterior 
Las pituitarias anteriores de 3 ratas controles o diab6ticas' 
se agruparon y homogeneizaron en un buffer 0.010 M Tris-HC1 que conte- 
nia 0.0015 M EDTA, 0.002 M mercaptoetanol y 10% glicerol, pH 7.4. 
homogenato se centrifugd a 105 000 x g durante 60 minutos a 0-~OC y a- 
licuotas del citosol (0.2 ml) obteniido de esa manera, se incubaron con 
3 
una concentracidn saturante de ( H) -R 5020 (6 nM, 170( ,21-dimetil-19- 
nor-pregna-4,9-diene-3.20-diona, promegestona, act. esp. 87 ci/mmol 
- 
- 110 - 
. - 
. i 
' ,  
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.- New England Nuclear), con incubaciones paralelas  que contenfan 6 uM d e l  
progestational no radioactivo. La incubacidn se  r e a l i d  a 0-4'~ durante* 
20 horas, tiempo necesario para l l e v a r  l a  reaccidn al. equilibria (136 ) . 
Las hormonas l i b r e  y unida se  separaron en minicolumnas de Sephadex LH- 
3 20. Los resultados de unibn especifica se  expresaron como fmoles ( H) 
R 5020/mg . . proteina. Las proteinas se  determinaron de acuerdo a1 metodo 
de Lowry y col. ( 8 3  1. 
Ehsayo de intercambio nuolear para es t rad io l  . en e l  dtero 
Se u t i l i z b  una modificacidn de un . mdtodo previamente' empleado 
para determinar receptores nucleares para E2 en c a u l a s  humanas endo- 
metriales en cul t ivo ( 137 ) . El liter0 fue homogeneizado en un buffer 
0.010 M T r i s - H C 1 ,  pH 7.4, que contenia 0.003 M MgC12 y 0.33 M sacaroaa. 
Se centrifug6 a 800 x g durante 10 minutos y se  obtuvo un p e l l e t  nuclear 
crudo. El  p e l l e t  fue suapendido en e l  mismo Buffer pero conteniendo 2.2 M 
sacarosa y se  obtuvieron 10s ndcleos purificados por ultracentrifugacibn 
a 40 000 x g durante 60 minutos. Estos ndcleos ae lavaron en e l  buffer ' 
de homogeneizaci6n que contenfa a d e d s  1 % Tritbn X 100, y luego se  centr i -  
fugaron a 800 x g durante 10 minutos y finalmente fueron resuspendidos 
3 
en 0.010 M !Cris-HC1 que conkenfa 0.0015 M EDTA d s  40 nM ( H)-E2 (2,4,6,7 
3 ~ - ~ 2 ,  act .  esp. 98 ~i/mmol, New England Nuclear) con o s i n  e l  agregado 
de un exceso 1000 veces mayor de hormona f r i a .  La incubacidn de interoam- 
bio se  realist5 a 3 7 ' ~  durante 30 minutos, a 1  cabo de 10s cuales 10s ndcleoe 
se  lavaron t r e s  veces con e l  buffer Tris-EDTA y l a  radioactividad fue 
I 
finnlrnonte extrafda con etanol  (137 ). Los resultados de unidn eepecifi-  
3 ca s e  expresaron como pmlee  ( H)-E2 unidoe/ mg ADN. 
~eterminacidn '  de'  10s niveles:  agrieos ' de:  h0rmnas 
Se tomaron muestras sanguineas y se mantuvieron a 4 ' ~  hasta 
t o t a l  retraccidn de l  codgulo. El suero s e  separ6 por centrifugacidn 
durante 30 minutos a 0-4 '~ y s e  guard6 luego a -20'~ hasta  l a  determi- 
n a c i b  de prolact ina o E2 por radioinmunoensayo. 
Loa niveles  de E2 sdrico fueron determinados por e l  metodo de 
Korenman y col. ( 138), emple8ndose e l  antisuero NO 244 a t i - ~ ~ - 6 - B S A  
(gentileza de l  Dr .  Gordon D. Niswender , Colorado Sta te  University, 'Fort 
Collings, Colorado, EE,ULJ, ) en una dilucidn de 1/51 0008 10s resultados 
de ee ta  determinacidn se  expreaaron como pg/ml. 
La prolact ina se r i ca  fue determinada med ia t e  81 juego de reac- 
t i vos  provistoa por e l  NIAMDD, N.I.H., Maryland, E o E o U m U o  y se  expreea- 
ron 10s resultados en terminos de l  estandar RP-2, corn ng/ml. ( 139 ). 
Andlisis estadfaticos 
Lo8 datoe s e  expresaron como su media y e r ro r  eetandar. Para 
comparar resultados para diferencias grupales s e  e ~ p i e d  e l  t e s t  de ntlt 
de Student. Los datos se  obtuvieron de una computadora H e ~ l e t t ~ P a c k a r d  
modelo 9815A, 
RESULTADOS 
La Fiaura 5 -1 muestra 10s resultados d e l  ensayo de intercam- 
3 bio de l a  u n i h  de l  ( H)-E* en ndcleos de l a  p i t u i t a r i a  anterior.  Una ma- 
yor proporcidn de receptores fue translocada por l a  dosis  mayor de E2 
(25 ug/100 g PC) que por l a  menor (0.5 ug/100 g PC). La diferencia de 
translocaci6n de acuerdo a l a  dosis fue d s  marcada en l a e  ra taa  diabe- 
t i c a s  ovariectomizadaa (3.9 veces mayor) que en las ratas controles (1.3 
veces). Lo d e  importante de e s t e  eneayo, fue l a  observacidn que Ira unidn 
nuclear de l  ('H)-E* estaba reducida en r a t a s  diabdticas con respecto a 
controles (p < 0.02) cuando l a  translocacidn se  efectu6 con l a  dosie de 
0.5 ug/lOO g PC. Por e l  contrario,  con l a  dosis  de 25 ug/lOO g PC, l a  
uni6n fue comparable en 10s extractos nucleares de r a t a s  controlee y 
' r diabeticas.  , I 
En v i s t a  de es tos  resultados, s e  juzg6 importante comparar 
l a s  respuestas b i016~ icas  a1 es t r ad io l  en ra taa  controlee y diabet icas  
, :,+' 
; 1
sometidas a 1  mismo regimen de tratamiento que en 10s ensayos de unidn, . 
pero con l a  salvedad que e l  tiempo de tratamiento fue extendido a 4 dias.'. 
3 La N ~ u r a  5 -2 muestra que la  unidn d e l  progestacional s in t e t i co  ( H)-R 
5020 por e l  c i t o s o l  de h ipdf i s i s  provenientes de r a t a s  diabet icas  eeta- ' 
ba reducido con respecto a 1  normal (p < 0.05) siempre con l a  dosis  de E2 
de 0.5 ug/100 g PC, mientras que l a  inducci6n de receptores progeetacio- 
nales inducida por l a  dosis  de 25 ug fue de l  mismo tenor en ambos grupoe 
r . 
1 : .  , 
3 Figura 5 -1. Ensayo de intercambio para el ( H) estradiol en la pitui- 
taria anterior de rataa controlea (c) y diabeticae (D). 
ovariectomizadas C y D heron tratadas con 0.5 o2htg EZjlOO g imp. una 
hora antes del sacrificio, Los receptorea tranalocados a1 n6cleo fueron 
extrafdos con 0.4 M KC1 y determinados por ensayo de intercambio. 
Cada valor de h a  oolumnas repreaenta la nedia 5 error estandar del 
n6mero de ensayos especificadoa dentro de las columnas, cada uno lleva- 
do a cab0 con tres ratas C o tres ratas D. 
* p < 0.02 vs. ratas C tratadas con 0. 5 ug B2/100 g. 
pi~ura 5 -2. Enaayo del receptor de progeaterona en el citoeol de la 
pituitaria anterior de ratas controlei (C). y dlab6ticd~ 
(D) . Loa .receptores progeatacionalea d f ueron inducidoa por tratamiento 
con 0.5 o 25 ug E2/100 g 8.0. en aceite diariamente durahte 4 dfaa. 
El citosol de la pituitaria Pue incubado con 6 nM de ( 3 ~ ) - ~  5020 du- 
rante 20 hs. a O - ~ ~ C .  , , q-q!ii 





dar del ndmero de ensayoa repreeentadoe dentro de las columnas, cada 
M 
uno llevado a cab0 con tree ratas C o tree ratae' D. . 
*p < 0.05 vs. ratas C tratadas con 0.5 ug E2/100 g. 
de animales. Un p e r f i l  sinsilar*fue obtenido al determinarse l a  prolac- 
t i n a  s i r i c a ,  o sea, l a  dosis  baja de E2 produjo valorea sericos de prolac- 
' t i n a  mayores en controles que en diabetic05 (p (0.05), mientras que no 
exis t ieron diferenciaa a i  l a  doeis de E2 administrada "in vivom se  incre- 
mentaba a 25 ug/100 g PC d&ante 4 dfas. 
Como 10s pardmetros medidos (translocacibn nuclear del  comple- 
jo E2-receptor, i n d u c c i h  de receptores progestacionales y respuesta pro4 
l ac t fn ica  a 1  E2) dependen de la cantidad de E2 que logra alcansar l a  p i tu i -  
t a r i a ,  Cue necesario invest igar  s i  l a e  concentracionea s6r icas  de E2 logray 
das luego de t r a t a r  r a t a s  controles y diabet icas  con E2 exdgeno eran o no 
s imi lar i s .  La ' F i k M :  5 -2. muestra que ef ectiiamente e s t a s  concentraciones 
eataban en e l  mismo orden. Asimismo 10s niveles  de E2 s6rico alcansados 
en ambos grupos de animales con l a  dosie de 25 ug/100 g PC 'estaban  ust tap;,.^ 
& 




dosis  de 0.5 ug E2/100 g. 
Finalmente, para estudiar  s i l o s  cambios encontrados en l a  pi-  
t u i t a r i a  se  extendfan a o t ros  brganoe blanco para e l  E2 o eran exclusivoa 
3 de ee ta  gldndula, e l  ensayo de intercambio nuclear de l  ( H)-EZ fue emple- 
ado en e l  dtero de r a t a s  controles y diabet icas  sometidas a 1  esquem de 
tratamiento estrogenic0 durante 4 dfas . 
La Figura 5-4 muestra que las r a t a s  hiperlr;luc6micaa $ratadas 
ya sea con l a  dos is  menor (0.5 ug) o mayor (0.25 ug) dfr E2 constantemente 
Fhmra 5 -3. Prolactina y estradiol sericoa en ratas controles (C)  y 
diab6ticas (D) tratadae oon 0.5 o 25 ug ~ ~ / 1 0 0  g 8.c. en 
aceite  diariamente durante 4 dfas . . 
Los resultados repreaentan l a  media 2 error estandar del  nfimero de a- 
nimales representados dentro de l a s  columnas. 
9 < 0.05 vs. ratas C tratadas con 0.5 ug E2/100 g. 
3 Fimra  5-4. Ensayo de intercambio nuclear d e l  ( H) es t r ad io l  en e l  
b 
6tero  de r a t a s  controles (c)  y diabet icas  (D) .  
Ratas ovariectomizadas fueron t ratadas con 0.5 o 25 ug E2/100 g 8.c. 
diariamente durante 4 dfas. Los receptores translocados fueron deter- 
minados en 10s ntcleos por ensayo de intercambio. 
t Cada valor es  l a  media - e r ro r  estandar de l  n6mero de animales repre- 
sentados dentro de l a s  columnas. 
'p < 0.005 vs. r a t a s  contmles  (c) t ra tadas con 0.5 ug E2/100 g. 
+p < 0.01 vs. r a t a s  controles (c) t ra tadas con 25 ug ~ ~ / 1 0 0  g. 
3 
mostraban una s i g n i f i c a t i v a  reduccidn en l a  unidn d e l  ( H)-E2 por 10s 
nGcleos uter inos .  La respuesta  bioldgica a 1  E2 de l  d t e ro  tambi6n fue  anor- 
mal: con l a  dos i s  mayor de E2, e l  peso u te r ino  de r a t a s  con tmle s  fue de 
197.8 20.3 mg/lOO g (n.5). mientras que las  r a t a s  d iabe t icas  presentaron 
t 
una s i g n i f i c a t i v a  reduccio'n: 141.8 - 13  (n=5, p < 0.05). 
T - -  -----'+-an- nbtenidos en e s t a  par te  de l  t rabajo extendie- 
DISCUSION 
ron 10s resultados expuestos en e l  ~ a p f t u l o  I V ,  sobre l a  actividad de l  
- " 
- t a r i o  de animales diabeticos. En e l  capitulo receptor estrogenico p i t u i  
--+--:fin -- hebfademostrado que l a  u n i b  de l  E2 por e l  c i to so l  estaba 
reducida en r a t a s  ovariectomizadas hiperglucemicas y ahora se  extienden 
-. . - - - 
10s aambios a l a  trandocacidn nuclear luego de l  tratamiento Itin vivo" 
con Ep. Esta reducida unidn nuclear de l  E2 de l a s  r a t a s  diabet icas  some- 
. . 
t i das  a tratamiento con l a  dosis menor de l  E, (0.5 ug/lOO g) fue proba- 
L 
blemente responsable de l a  reducci6n de l a  expresi6n biol6gica de l  E2 
a nivel  hipofisario,  que se  manifestaba en l a  disminucidn de l a  induc- 
ci6n de l  receptor c i t o d l i c o  progestational y de l a  respuesta prolact i -  
p 
nica, eventos ambos que se  sabe son modulados por e l  E2 ( 140,  141 ). 
Sin embargo y a pesar de estos  resultados, l a  observac ih  
que l a  t r a n s l o c a c i b  nuclear del  E2, l a  i n d u c c i b  de l  receptor pro- 
gestational en l a  p i t u i t a r i a  y l a  prolact ina e6rica se normalizaron en 
r a t a s  diabet icas  t ra tadas  con l a  dosis  a l t a  de E2 (25 ug/100 g), sugie- 
r e  que una vea que 10s receptores de es t rad io l  alcanzan en c i e r t a  con- 
centracidn sus s i t i o s  nucleares, l a  expresidn biol6gica de l a  hormona 
no se  ve afectada por l a  diabetes experimental. Claramente, l a  diferen- 
t e  respuesta al E2 de acuerdo a l a  dosis  que mostraron 10s animales dia- 
bgticos,  no se  correlaciona con l a  concentracidn de E p  s6rico. ya que 
este ~argmetro no fue diferente en ambos grupos de animales. A juzgar 
.. A 
por el E2 serico, 10s valores obtenidos con la dosis de 25 ug/100 g '2 3 
.. . 
1 
t (16.1 3.9 ng/ml en controles y 15.7 - 4.6 ng/ml en diabhticos) esta- . rd 
4 
- 1  ban dentro de un rango farmacolbgico . Contrariamente, 10s valores alcan- 
t 
zado s luego de la dosis menor de E2 de 0.5 ug/100 g (165 - 51 pg/ 
t 
ml en controles y 126.2 - 34 pg/ml en diabeticos) estaban mds cercanos 
a aquellos presentes en ratas hembras normales de nuestro bioterio du- 
t 
rante el proestro: 101.5 - 18 pg/ml). Estos resultados svgieren, por lo 
tanto, que 10s valores producidos con la dosis de 0.5 ug E2 estarfan mds 
cercanos a 10s prevalentes "in vivov en circunstancias fisioldgicas. 
Por supuesto que esto a su vez depende de que las ratas diabeticas man- ' 
tengan normales sus niveles de E2 sdricos. h la literatura se ha mani- 
festado que el E2 s6rico de las ratas diabeticas estd en el rango de 
ratas controles ( 118 ), tratdndose de animales con ovarios "in situtl. '
El dtero presenta un cuadro diferente al de la hipdfisis. 
- 
En el dtero, el E2 no translocd la misma cantidad de receptores a 10s . 
nGcleos en las ratas diabeticas que en controles. Este resultado, agre- 
- '  
gad0 a la reduccih en la actividad biolbgica del E2, determinada por 
el aumento del peso uterino, indica que 10s eventos intracelulares bajo 
control estrogdnico del Gtero estaban mds alterados que 10s de la hip6- - . 
fisis en el estado diabetic0 crdnico de nuestros animales. 
Varias interpretaciones parecen posibles para explicar la di- 
ferente respuests del dtero y la pituitaria a la diabetes experimental: 
1 )  l a  p i t u i t a r i a  contiene una receptores ( 82 , 19 
e l  Gtero contiene dos s i t i o s  de unidn en e l  c i to so l  y dos en e l  niicleo 
( 137)  para e l  es t rad io l  aunque se  desconoce s i  todos o par te  de estos  
s i t i o s  estdn afectados en l a  diabetes;  2) en r a t a s  normales tanto l a  r h 
tenci6n de estrdgenos como 01. control estrogenic0 de 10s receptores de 
E2 es  diferente  en l a  p i t u i t a r i a  y e l  ritero ( 58 , 142), s i t u a c i b  que 
podria ap l icarse  a l a s  r a t a s  con diabetes crdnica; 3) l a  etiopatologia 
de l a s  alteraciones de l  Gtero y l a  p i t u i t a r i a  en l a  diabetes puede se r  
diferente;  mientras que en e l  dtero podrfa e x i s t i r  una perturbaci6n de 'i 
..J 
l a  accidn d i rec ta  de l  E2, como se ha descr i to  a nivel  de l  ep i t e l io  (133 ), 
.,d 
- .  
. 10s cambios de l a  p i t u i t a r i a  podrfan se r  secundarios a una disfuncidn , ,: -,. 




y Rossi ( 143 ) , autores que demoetraron degeneraci6n de neuronas y axo- I I '  
- '1 
nes en e l  nricleo arcuat i  y l a  eminencia media de ra taa  con diabetes par --. 4 
* . -' 
- - 4 
estreptozotocina, y tambi6n del  t rabajo de Denari y Rosner ( 11 9 ), quie- 
. I  ? 
- 
nes encontraron l a  reduccidn de l a  c a p t a c i b  de l  E2 por e l  hipotdlamo 
de r a t a s  con diabetes aloxdnica. Un transtorno hipotal&mico re su l t a  re- 
-4 
levante  para explicar nuestros resultados, ya que l a  concentraci6n pi-  ''.? 
' r 
tuitaria de r e c e ~ t o r e s  de E, estd controlada por e l  hipot&Lamo, s e g h  . - -I - - - - - - - -- - * d 
nuestras demostraciones ( 122 ) . 
Nuestros resultados de una deficiencia de l a  translocacidn 
nuclear p i t u i t a r i a  para e l  E corroboran 10s resultados de Gentry y col. . -? 2 I - ,. ..; 
( 120),  y nosotros demostramos ademis en e s t e  trabajo que l a  uni6n de I-;' n d ,  
nistrada. Nuestros resultados con el dtero no estdn de acuerdo a De Her- 
togh y col. (134 ), quienes describieron en ratas con diabetes de muy 
larga duraci6n (3-8 meses) ,la normal translocaci6n de 10s receptores de 
E2* Sin embargo, 10s mismos autores tambien publicaron que el grupo dia- 
betic~ present6 transtornos de la translocacidn uterina si el E2 se ad- 
ministraba por via intraperitoneal en .vez de intravenosa ( 135 ). Por lo 
tanto creemos que la respuesta uterina a1 E2 en diabetes es sumamente 
compleja y la correcta evaluaci6n de la poblaci6n heterogbea de recep- 
tores de E2 presentee en el dtem (tipos I y I1 en ndcleos y citosol) 
deberfa ser determinada antes de concluir en form definitiva sobre las 
alteraciones en eete tejido. Futuros.estudios de 10s receptores de 
-, 
- -  - ,.- -*-d *. - .  , . . - - - -  - - . - . - - - - 
esteraides en ratas diabeticas tendrfan tambien que determinar si 0x1 s- 
( 
te un origen comh entre las deficiencias del receptor de E 2 y las reduc- 
ciones observadas en 10s receptores de glucocorticoidee (1~4)  y de andrb- 
genos (145) que ocurren en ar;imales con esta patologfa. 
En conclusibn, nuestros resultados con la pituitaria augieren 
que en la diabetes existe una perturbacih en el eje cerebro-hipbfisis, 
aunque debe considerarse tambih un origen perisfdrico ide acuerdo a 10s 
resultados obtenidos con el dtero. Probablemente ambos son importantes' 
para explicar la falla reproductiva de 10s animales diabhticos hembras. 
C A P I T U L O  V I  
EFECTOS HORMONALES SOBRE LOS RECEPTORES ESTROGENICOS 
LIBRES EN NUCLEOS CELULARES DE LA PITUITARIA ANTERIOR 
INTRODUCCION 
F~I  10s capitulos anter iores  se  estudi6 e l  mod0 de accidn de 10s 
receptores para es t rad io l  en l a  p i t u i t a r i a  +s&donos en e l  modelo cl6si-  
co d e l  efecto de l a s  hormonas sobre l a s  celulas  blanco. Este mods10 esta- 
blece que l a  hormona interact6a primer0 con un receptor c i tos6l ic0,  con 
e l  cual  form un complejo que una ves transformado entra  a1  nficleo y se - 
I I 
- 
une a 1  ADN ( 21 1. Sin em&rgo es t e  modelo de1Ilos dos pasos" puede no s e r  
- l r  
- . .- 
l a  respuesta completa a l a  accidn de l  es t rad io l  en sus drganos blanco; ' - .. .:-.+A 
en realidad un niidero de publicaciones mostraron que existen receptores 
nucleares l i b r e s  para estradiol .  Jungblut y col. ( 1'46 ) describieron l a  
presencia de receptores para es t rad io l  en n6cleo de cdlulae de fitero de 
cerdos adrenalactomizados y ovariectomizados o sea l i b r e s  de hormona, y 
postularon l a  necesidad de una reevaluacidn de la  relacidn entre  e l  este- , 
roide y e l  receptor, en la c u d  e l  punto importante ea t a r i a  en e l  recep- 
t o r  mks que en l a  hormona. ~egfin es tos  autores l a  funcidn de l  receptor 
no se r i a  t ransportar  l a  hormona a un s i t i o  de accidn en e l  n6cle0, sino 
"-;' 
que se r i a  funci6n d e l  esteroide actuar como un Ircatalizador f f s ico"  Ril - 
bre l a  proteina transcripcional-regulatoria, aumentando su "nucleotropia" 
y estabilizando su forma act iva.  
Levy y col. ( 147 ) describieron tambien l a  presencia de recep- 
t o r i s  l i b r e s  nucleares en endometrio humano normal y sugirieron l a  posibi- 
l idad  que l a  dis t r ibucidn de 10s receptores estrogenic08 entre  nficleo y 
citoso1,- en ausencia de l a  hormona, pueda depender del  t ipo  de c&ula, 
especie animaz o condiciones f is ioldgicas .  
En e l  sistema nervioso central ,  se describi6 l a  presencia 
de receptores nucleares l i b r e s  en hipot&amo(106, 1 h81 y que a d e d a  esr- 
t o s  receptores, a 1  igual  que 10s descriptos en p i t u i t a r i a ,  posefan pro- 
piedades carac ter fs t icas  de l  cldsico receptor nuclear de es t rad io l  t i po  I 
en cuanto a su afinidad, c inet ica de asociacidn y diaociacidn, especifi-  
cidad y sedimentacidn en gradientes de. sacarosa de a l t a  fueraa idnica ( 106 )., 
. - .-a Datos recientes  sobre l a  dis.tribucidn subcelular de l  receptor1 
- - 
de ee t iad io l  proponen que Batos eat& localizados predominantemente en - 
e l  ndcleo. Los estudios inrnuno~ito~ufrnicos ( 63 ) indicaron que e l  re-  
ceptor estrogenic0 podrfa r e s i d i r  originalmente en 10s ndcleos de c&u- 
l a a  blanco de t e j  idos sensibles a estrdgenos y dettumores, ambos en presen- 
c i a  o ausencia de esteroide. ~ e g h  10s autores,  e l  receptor recuperado 
en l a  fraccidn c i tosd l i ca  de un homogenato, representaria receptor pobre- 
mente asociado con e l  n6cleo y a 1  u n h s e  e l  receptor a 1  es t rad io l ,  l l e -  
va a una asociacidn d s  estrecha. Esta misma idea e s  compartida por 
Welshons y col. ( 64 ), quienes encontraron que en l a s  celulas  GH de- 3 
rivadas de un tumor hipofisar io de r a t a  hay una localizacidn nuclear de 
k h 
10s receptores para es t rad io l .  r 
Aunque e l  papel de 10s receptores l i b r e s  en e l  nficleo es  a h  
desconocida, Garola y McGuire ( 149 ) sugirieron que en g l h d u l a  mamaria. 
10s s i t i o s  l i b r e s  nucbares  podrian estimular la  actividad gen6mica en 
ausencia de hormona unida. En l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  y e l  hipotbarno ( 106 , 
148 ) 10s s i t i o s  nucleares l i b r e s  aumentan despues d e l  tratamiento estro- 
&nico, l o  cual  sugiere su participacidn en l a  acci6n hormonal. 
En e s t e  capitulo nosotros examinamos la  presencia de s i t i o s  li- 
bres nucleares en l a  p i t u i t a r i a  an ter ior  de r a t a s  cestradas y ovariectomi- 
zadas. Analizamos sa r'eapuesta f r en te  a d i s t i n t o s  tratamientos estrogeni- 
cos, administracidn de antieatrdgenos, progeeterona, andrdgenos y cor t i -  
coides y tarnbien en situaciones en l a s  cuales habfamoe demostrado una re- 
duccidn en 10s receptores c i tosb l icos  o t o t a l e s  para ee t rad io l  cow dia- 
betes ( 7 50 ) y l es idn  en eminencia media ( 122 ) . Finalmente se  a n a l i d  
l a  afinidad de 10s s i t i o s  l i b r e s  nucleares por e l  ADN-celulosa en anima- 
l e s  no t ratados y r a t a s  su je t a s  a tratamientos estrog6nicos, consideran- 
do que l a  retencidn de l  ADN-celuloaa puede tomarse como ejemplo de l a  
unidn nuclear " in  vivolt. 
MATERIALES Y METODOS 
Animales 
Se u t i l iaaron  r a t a s  hembras adultas de l a  cepa Wistar (180- 
200 g) ovariectomiaadas por v i a  lumbar bajo anestesia con Bter. 
Loe animales se  adrenalectomizaron 2-5 dfae antes  del  sacr i-  
f i c io .  durante e s t e  perfodo se  10s mantuvo con Purina y con 0.9% NaCl 
como f lu id0  de bebida "ad libitumtt. Las r a t a s  se  sacr if icaron por de- 
capitacidn. En varios  experimentos se  recogid sangre t roncal  y se u t i -  
11.6 e l  auero para determinaciones de prolactina (PU) por radioinmu- 
noensayo ( Capitulo 11) . 
Tratamientos hormonalea 
E l  tratamiento estrogenico se  dio en una de l a 5  t r e s  formas 
que se  de ta l lan  a continuacidn: 1)  E p  agudo: 10s animales recibieron 
una Gnica inyecaidn iSp! de 5 ug/kg peso corporal (PC) de E2 en 30:70, 
% 
V/V etanol-salina 60 minutos antes  de l  s ac r i f i c io ;  2) tratamineto k2- 
4 dias: 10s animales recibieron una inyecci6n d i a r i a  sac .  de 5 ug/kg 
PC de E2 en a c e i t e  durante 3 dfas m6s una i n y e c c i b  de E2 aguda s e g h  
se  describid en e l  punto 1 ) ;  3) estrdgeno prolongado: l a s  r a t a s  rec i -  
-bieron un p e l l e t  de 15 mg de d i e t i l e t i l b e s t r o l  (DES) bajo l a  pie1 de l  
I - 
cuello una ves por mea durante t r e s  meees.(el es t rad io l  inyectado que 
correspondfa a benzoato de E2 en a c e i t e  vegetal  y 10s p e l l e t s  de DES 
' fueron gentileza d e l  D r .  Montuori, Labotatorios Gador). 
E l  tratamiento estrog6nico se  did a un grupo de animales si- 
multdneamente o no con e l  tratamiento E2-4 dfas. El antieatr6geno u t i l i -  
zado fue tamoxifen (TAM) (Gentileza de l  D r .  Montuori, Laboratorios Gador), 
e l  cual s e  disolvid en agua dest i lada y se  inyect6 i.p. en l a  ddsia de 
1 mg/kg PC durante 3 dias,  con una dltima inyecci6n e l  cuarto d i a  1 horn 
antes  de l  sacr i f ic io .  
- L-Ll ' I  
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El tratamiento con e l  ree to  de loa estergides fue e l  siguiente: 
dexame taeona (hemi sulf  a to  sbdico , Schering Argentina) s e  disolvid en 
el agua de bebida en. una concentracidn de 10 u g / d  y ofrecida Itad l i b i -  
tum" durante 4 d ias  ( 1 5 t ) ; progedterona (2.5 mg/rata, Sigma Chemical 
Coo ) y testosterona (1 mg/rpta, Sigma Chemical Co. ) fueron administra- 
das a, c. en ace i t e  en dosis  d i a r i a s  durante 4 d ias  ( ' 1  51 ) . Estaa hormo- 
nas fueron administradas so las  y simultheamente con e l  tratamiento a- 
4 dias.  Los animales se  sacr if icaron 60 minutos despu6a de l a  &tima 
7 Fr -  - 
inye cc i6n. *-- ',. L .
La diabetes fue inducida en un grupo de aniniales por adminis- 
1 
t racidn de 65 mg/kg PC de estreptozotocina (STZ), como ya ha sido des- 
c r i t o  ( 132 , 150). Un mes despu6s de inducida l a  diabetes l a s  r a t a s  
mostraban niveles  de,glucosa en sangre 400 mg%. 
La ies idn  en l a  eminencia media se  real izd en r a t ae  castradaa a e g h  ee 
deacribid en e l  capitulo 11. Cinco d ia s  despuds de lesionados, 10s ani- 
males fueron u t i l izados  para ensayos de determinacidn de receptorea. 
Receptores 
Determinacidn de reeeptores l i b r e s  nueleares para es t rad io l  
Para determinar 10s receptores l i b r e s  nucleares para es t rad io l  
s e  adapto' e l  metodo de Roy y McEwen (102 ) que s e  describid en e l  ~ a p i -  
t u lo  111: "Ensayo de intercambio w c l e a r  para estradiol".  Cuando se de- 
termin6 10s receptores l i b r e s  nucleares se  incub6 durante 1.5 horas a 
o - ~ O C ,  mientras que para determinar s i t i o s  t o t a l e s  l a  incubacidn fue 
durante 5 horas a 25'~. 
Ensavo de l  r e c e ~ t D r  - 
-  . '3 
- 
Los de ta l l e s  de l  metodo u t i l izado fueron descr i tos  en e l  
Uni6n a ADN-celulosa 
Los receptores extrafdoa con 0.4 M K C 1  de nficleoa de p i tu i -  
t a r i a s  de animales sujetos  o no a tratamjentos . I-++ -  eptrog6nicos, - .  fueron dia- 
l izados durante 20 horas a 4 ' ~  contra 100 volumen& de buffer TDB (0.01 
M Tris-HC1,  pH 7.6 conteniendo 0.001 M DTT y 0.0005 M bacitracina) para 
remover e l  KC1. Alicuotas de l  extract0 dializado fueron incubadae con 
3 2.5 nM ( H)-E2 durante 1.5 horae a 0-4O~; desiuda da es t e  period0 s e  
separ6 l a  hormona l i b r e  de l a  unida cob 1% carbdn (Norit A, Amend, N.Y. )- 
0.1 % dextran ( ~ e x t r a n  T-70, Pharmacia, Piscataway, N. J. ) . E l  sobrenadan- 
t e  de l a  centrifugacidn a 4 000 r.p.m. durante 10 minutos fue sembra- 
do en minicolumnas de ADN-celulosa preparadas s e g h  e l  metodo de Kovacs 
3 y cola  ( ? 52). El complejo ( H)-E2-receptor unido a 1  ADN-celuloea fue 
eluido con un buffer TEMG (0.01 M T r i s - C l H ,  pH 7,6, 0.0015 M EDTA, 0.002 
M mercaptoetanol, 10% gl icero l )  conteniendo 200ng/ml albdmina ser ica 
bovina y 300 nM NaCl y se determin6 l a  radioactividad en 10s elufdos. Los 
resultados se  expresaron en fmol/mg ADN. . 
Los resultados fueron evalPados por andl is ia  de variansa sim- 
ple,  y l a s  diferencias entre  grupos fueron analizadae par e l  t e s t  de 
Newman-Keuls. Para calcular l a  pendiente y e l  ndmero mdximo de s i t i o s  
de uni6n en e l  g~%fico de Scatchard s e  u t i l i e d  e l  andl i s ie  de regresi6n 
l inea l .  Los datos se  obtuvieron en una computadora Hewlett-Packard 9815A. 
RESULTADOS 
"+ Se estudi6 l a  u n i b  de ('H) es t rad io l  a keceptores nucleares 
7 -- 
. 
l i b r e s  en funcidn de l  tiempo de incubaci6n a o-~'c en p i t u i t a r i a s  de 
animales no t ratados y t ra tados con E2-4 d ies  (-~ipura 6 -1 ) . En ambos 
grupos e l  equi l ibr io  fue alcanzado despues de 1 hora de incubaci6n; 
en 10s animales no tratados 10s niveles de uni6n se  mantuvieron hasta 
20 horas despues de iniciada l a  incubaci6n. En cambio en 10s animales 
t ra tados con E2, 10s niveles de receptores aumentaron luego de 4 ho- 
ras de incubacidn y una segunda meseta se  alcanad a las 7 horas, indi-  
cando que se  produjo un intercambio a& a bajas temperaturas en incu- 
baciones prolongadas. En consecuencia se  e l i g i d  un tieqpo de 9.5 horas 
. 
para medir receptores l i b r e s  nucleares en todos 10s experiment08 si- 
guientes . 
Los a n i l i s i s  de saturaci6n ae l levaron a cabo en extractos 
nucleares de p i t u i t a r i a s  de animales no t ra tados y animales que rec i -  
bieron el  tratamiento E2-4 dfas. Cinco (0.2-5 nM) o s e i s  (0.4-21.4 nH) 
3 concentraciones de ( H ) - E ~  se  agregaron a extractos  nucleares de p l tu i -  
tarias de r a t a s  no t ratadae y t ra tadas  respectivamente. El and l i s i s  de 
Scatchard (Fictura 6 -2) revel6 una poblacidn h i c a  de s i t i o s  de unidn 
con N d ~ i m o  de 65 fmol/mg ADN en animales no tratados y 133 fmol/mg ADN 
en animales eetrogenizados. Los Kd en ambos grupos de animales fueron 
s imilares  (1.03 nM en animales no t ratados y 1.6 nM en animales estro-  
Ti empo 4 hs 1 ' 
3 F i ~ u r a  6 -1 . Ef ecto de l  tiempo de ineubac ib  aobre l a  uni6n de ( H) -EZ 
en n6cleos de c6lulas de l a  p i t u i t a r i a  anter ior .  Los nd< 
cleos s e  purif  icaron de acuerdo a Roy y McEwen ( 102 ) y ae extrajeron 
3 6 
con 0.4 M K C 1  y e l  extracto se  incub6 con 2.5 nM de ( H)-E2 a 0-4 C 
durante 10s tiempos indicados en l a  abscisa. La hormona l i b r e  fue ae- 
parada de l a  unida por minicolumnas de Sephadex LH-20. ~ i r c u l o s  abier-  
tos: extracto de p i t u i t a r i a s  de r a t a s  no t ratadas.  Circulos cerradoa: - -  - 
extracto de p i t u i t a r i a s  de r a t a s  t ra tadas  con 5 ug/kg/dia de E2 S.C. 
en a c e i t e  durante 3 dias  d s  una cuarta inyecci6n en etanol-salina i . p .  
60 minutos antes  de l  s a c r i f i c i o  (E2-4 dfas).  
( 3 ~ ) - ~ 2  Uniclo ( fmol / m4 ADN 1 
3 Fi~ura 6-2. Anilisis de Scatchard de la unih de ( H)-E~ a recepto- 
res nucleares libres de ratas no tratadas (0) y de ratas 
gue recibieron la dosis de E2-4 dfas ( a ) .  En ratas no tratadas la ca- 
paciidad mexima de unib fue 65 fmol/mg ADN y el Kd 1.03 nM (para la 
pendiepte. r.0.88) .La capacidad dxima de unidn en ratas EZ-4  dias fue 
135.8 fmol/mg ADN y el Kd 1 .6 nM (para la pendiente, r= 0.87). 
genizados) , 
La duracidn de l  tratamiento estrogenic0 tuvo efectos varia- 
bles sobre 10s receptores nucleares l i b r e s  y to ta les .  Corn se  muestra 
en l a  Finura 6 -3, 10s receptores l i b r e s  nucleares s e  detectaron en r a t a s  
castradas y adrenalectomizadas, o sea l i b r e s  de hormonas endbgenas. 
El E2 agudo no tuvo efecto sobre 10s receptores l i b r e s  per0 
produjo un aumento de 4 veces en 10s receptores to ta les ;  e l  tratamien- 
t o  de es t rad io l  durante 4 dias  produjo un aumento s igni f ica t ivo  en 10s 
s i t i o s  l i b r e s  y un increment0 de 8 veces en 10s s i t i o s  totales .  E l  t r a -  
tamiento estrog6nico prolongado en la  forma de implantes de p e l l e t  de 
DES durante 3 meses ~ e v 6  a una h iper t rof ia  de las p i t u i t a r i a s  (contro- 
t t lee:  13.2 - 0.3 mg, n=6; implantadas DES: 24.3 - ,0.3 mg, n=6; p < 0.001) 
+ y a elevados niveles de prolactina (controles: 3.65 - 0.7, n=11; implan- 
tadas DES: 194.9 t 22.2 ng/ml, n=6; p <0.001). Contrariamente a 10s re- 
sultados encontrados con l a  administracibn cor ta  de E2, 10s receptores 
l i b r e s  nucleares en es tas  p i t u i t a r i a s  hipertrbf  i cas  fueron s ignif  i c a t i -  
vamente menores que en 10s controles y l o  mismo suoedid con 10s s i t i o s  
nucleares t o t a l e s  ( F i ~ u r a  6-2). 
Conaiderando que 10s receptores l i b r e s  nucleares en p i tu i t a -  
r i a  an t  e&ior parecen es t a r  regulados po sitivamente despuds del tratamien- 
t o  con es t r ad io l  durante 4 dias ,  estudiamos e l  efecto de un ant ies t rb-  
geno administrado durante e l  mismo period0 de tiempo. En consecuencia se  
pipure 6-3. Efecto d e l  estrdgeno sobre 10s receptores i i b r e s  y t o t a l e s  
de ndcleos de l a  p i t u i t a r i a  anter ior .  A (panel.iaguierdo): 
receptores nucleares en r a t a s  no t ratadas ( ~ o n t r o l e a ) ,  r a t a s  t ra tadas  1 
hora antes  de l  s ao r i f i c io  con 5 ug/kg PC de E2 i.p. (E2 1 hora) y r a t a s  
t ra tadas  durante 3 dfas con 5 ug/kg PC/dfa de Ep S.C. mds ma cuarta  in- 
yecci6n 1 hora antes  del  s ac r i f i c io  (E2-4 dfas) . B (panel derecho) : re-  . 
ceptores nucleares en r a t a s  no t ratadas (Controles) y r a t a s  implantadae  
con un p e l l e t  de DES (15 mg) una ves a1 nes durante 3 meses ( p e l l e t  D E S ~ .  
En ambos paneles l a s  columnas ab ier tas  representan receptores l i b r e s  y 
l a s  rayadas representan receptores to ta les .  Las f iguras  dentro de l a s  
columnas representan e l  ndmero de deterrninaciones, cada una l levada a 
cabo con un grupo de t r e s  p i tu i t a r i a s .  
e Panel A: Diferente de 10s grupos a, b. c y d (P <0.01) 
' ~ i f e r e n t e d e l o s  gruposa,  b y d  ( p < ~ . ~ l )  
d ~ i f e r e n t e  de l  grupo a ' (P (0.05) 
Panel B: g ~ i f e r e n t e  de 10s grupos i, f y h (P <0.01) 
i ~ i f e r e n t e  d~ 10s grupoa f y h (p (0.01) 
f ~ i f e r e n t e  de l  grupo h (p ~ 0 . 0 5 )  
analizd e l  efecto de TAM sobre 10s receptores l i b r e s  para E2 y sobre doe 
pardmetroe que sabemos son influenciadoe por 10s estr6genos a nivel  pi-  
t u i t a r i o ,  corn son l a  i n d u c c i b  de l  receptor prbgestacional y l a  prolac- 
t i na  sdr ica ( $50, 153, 154 . ,) . La Figura 6-4 muestra 106 resultados en 
r a t a s  no t ratadas,  y ra taa  que recibieron E2 por 4 dias,  TAM por e l  mismo 
pei.iodo o E2 mds TAM. Los animrlrs aujetos a cualquiera de es tos  tratamien- 
tos  moetraron un aumento s igni f ica t ivo  tanto de 10s receptores nucleares 
3 l i b r e s  para E2 cQmo de 10s receptores c i t o s 6 ~ i c o s  de ( H)-~.5020 de l a  
p i t u i t a r i a  anter ior .  La combinacidn de E2 m8s TAM no fue adi t iva;  en rea- 
l idad hay una pequefia disminucih en ese grupo, aunque no . _ signif icat iva.  
La prolactina sQr ica  fue significativamente elevada por e l  E2; e l  TAM no 
aumentd l a  prolactina pero bloqued e l  efecto est inulante  de l  E2 ( F i ~ u r a  
-ti). Con respecto a 10s pesos uterinos,  en l a s  r a t a s  hontroles fueron 
de 146 ! 11.2 mg (n.5) y en l a s  r a t a s  t ra tadas con E2 se  produjo un au- 
mento significative: 447 2 21.8 mg (n.6. p < 0 .01) . El . . TAM tambidn aumen- 
t t 6  e l  peso uterino: 278.6 - 28.3 mg (n.8; p < 0.01) aUhqu6 de manera menos 
efect iva que e l  es t rad io l  solo (p < 0.01) y suministrado junto con e l  E2, 
bloqued su efecto (E2 t TAM: 294.8 f 16 mg, n=6; p ( 0.01 vs. e l  grupo 
de E2) . Como conc~usibn, e l  TAM se comporta como un antagonista de l  eatra- 
d i o l  en r e l a c i b  a 1  peso uterino y a l a  prolactina sdrica,  pero resu l t4  
un agonista estrogdnico en su efecto sobre 10s receptores c i t o d l i c o s  
progestacionalee . 10s r e c e p t o p e ~ ~  nucleares l i b r e s  de E2 en l a  p i tu i t a -  T- - - . v -  - - - I 
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r i a  anter ior .  
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Fiaura 6-4 .  Efecto del  E2, tamoxifen(TAl4) y E2 + TAM sobre l a  mi& da 
n 
('H)-E, a n6cleos de c6lulas de l a  pi tu i ta r ia  anterior (pa- 
nel superior), l a  u n i b  a receptor citos6lico progestational usando (%I)- 
R 5020 cow ligando (panel medfo) y prolactina s6rica  a an el inferior) .  
Las ra tas  se  dividieron en 4 grupos: 1)  controles no tratados; 2) trata- 
miento E2-4 &as; 3) TAM: 1 %/kg PC i.p. en agua durante 3 dias d s  m a  
cuarta inyeccidn 60 minutos antes de l  sacrif icio;  4) E2 + TAM. La unidn 
3 de ( H)-E2 se nevd  a cabo a 0-~OC durante 1.5 boras para medir sdlo 
receptores l ibres.  
L a s  figuras dentro de las columnas representan e l  n6mero de determina- 
ciones, cada una llevada a cabo con un grupo de t r e s  p i tu i t a r ias  para 
10s ensayos de unidn o representan e l  n6mero de animales para 10s nive- 
l e s  de prolactina. 
a Menor que e l  resto de 10s grupos en e l  panel superior (p< 0.01 1. 
%enor qua e l  resto de 10s grupos en e l  panel medio (p<0.05). 
C Menor que e l  res to  de 10s grupos en e l  panel inferior  (P< 0.01). 
En e l  ~ a p i t u l o  I1 y V s e  demostrd que t an to  en 10s animales con 
d iabe tes  crbnica como en aquel los  con l e s idn  en l a  eminencia media habfa 
una def ic ienc ia  en 10s receptores  c i tosQicos  y nucleares para Ep; por con- 
s igu ien te  estudiamos en e s t o s  animales 10s  receptores  nucleares l i b r e s .  
En l a  d iabe tes  crdnica ( ~ i a u r a  6 -2), s e  determinaron 10s  s i t i o s  nuclea- 
r e s  l i b r e s  en animales con o s i n  t ra tamiento  estrog6nico durante 4 dfas. 
En ambos casos l a s  r a t a s  diabe' t icas mostraron una reducci6n de 10s recep- 
t o r e s  de aprdximadamente e l  50% con respecto a 10s animales controles.  En 
\ 
10s animales d iabe t icos  ( u u r a  6-5) 10s s i t i o s  t o t a l e s  determinados 
despu6s de una h i c a  administracibn de E2, 60 minutos an t e s  d e l  s a c r i f i -  ' 
c io ,  s e  redujeron 4 veces con respecto  a 10s controles.  
Un grupo de animales con l e s i d n  en l a  eminencia media y con 
operaci6n simulada, s i n  previa  e x p o s i c i b  a Ep, fue  tambi6n analizado pa- 
r a  evaluar e l  contenido de receptores  nucleares Zibres;  en lo6  animales 
lesionados hub0 una reduccidn s i g n i f i c a t i v a  con respecto a 10s controles  
t t (controles:  91.8 - 9.3, n=6; LEM: 56.2 - 9.3, n=6; P <  0.025). 
El e fec to  de dexametasona,progesterona y tes tos te rona  sobre 10s 
nive les  basales de receptores  l i b r e s  nucleares en enimales no t r a t ados  y 
t ra tados  por 4 dfa s  con E2 s e  muestra en l a  Tabla 6-1. Los n ive les  basales 
de receptores  l i b r e s  no suf r ie ron  cambio despu6s de l  tratamiento con pro- 
gesterona o t es tos te rona ,  mientras que dexametasona 10s redujo a l a  mitad 
(p < 0.05). Cuando las t r e s  hormonas s e  dieron simultdneamente con E2 no 
modificaron e l  aumento de receptores  l i b r e s  promovido por e l  E p  (Tabla 6 -1 ) . 
I CONTROLES 
I V - 
~ € 2  'E2 Total  
4 d ;as 
Figura 6-5. Efec to  de  l a  d i a b e t e s  c r6n ica  
DIABETI COS 
0 ~ 2  'E2 Total 
. - -  
- - 
10s r e c e p t o r e s  l i b r e s  de 
n6c leos  de  c d l u l a s  de  l a  p i t u i t a r i a  a n t e r i o r .  Las primeras 
t r e s  columnas de  l a  i zqu ie rda  r ep resen tan  10s r e s u l t a d o s  en anirnales con- 
t r o l e s  mient ras  que l a s  t r e s  columnas de l a  derecha  r ep resen tan  10s a n i -  
males d i a b 6 t i c o s .  Columnas a b i e r t a s :  r a t a s  no t r a t a d a s  (-E2) Columnas 
rayadas: ratas t r a t a d a s  con E p  duran te  4 d i a s  ( v e r  leyenda Fieura  6-11. 
Columnas oscuras:  r e c e p t o r e s  t o t a l e s  medidos en e x t r a c t 0  de n6cleos ce lu-  
l a r e s  medido por  intercambio ( v e r  Mate r i a l e s  y ~ e ' t o d o s )  despues de l a  ad- 
min i s t r ac i6n  de una Gnica d o s i s  de E2 1 hora a n t e s  d e l  s a c r i f i c i o  ( 5  ug/kg 
PC i . p . ) .  
Las f i g u r a s  e n t r e  p a r 6 n t e s i s  r ep resen tan  e l  nGmero de observaciones,  ca- 
da una de e l l a s  l l e v a d a  a cab0 con un grupo de  t r e s  p i t u i t a r i a s .  
e d p ( 0 . ~ 2  vs.  grupo a ;  p <  0.02 vs .  grupo b;  f p <  0.02 vs .  grupo c.  
Tabla 6-1. Efecto de d i f e r en t e s  hormonas sobre 10s receptores  l i b r e s  para 
3 
. - P -  ( H)-E~ en ndcleos de c a u l a s  de p i t u i t a r i a  an te r io r .  
*m 





t t Control 100.0 - 11.2 (14) 244.3 - 17.5 (11) < 0.01 
t Testosterona 98.5 - 10.7 ( 2) 331.4 f122.6 ( 3) < 0.01 
Progesterona t 87.7 - 10.1 ( 3) 303.5 2 38.9 ( 3)  < 0.01 
t t Dexame tasona 55.8 - 3.8 ( 5)* 285.2 - 18.7 ( 3) < 0.01 
Ratas cas t radas  s e  mantuvieron s i n  t ra tamiento  (con t ro les )  o s e  l e s  admi- 
n i s t r 6  t e s tos te rona  ( 1  mg S.C. durante  4 dfas), progeeterona (2.5 mg S.C. 
durante 4 dfas )  o dexametasona (1 0 ug/ml en e l  agua de bebida durante 4 
d i a s )  .Un segundo grupo de animales r e c ib i6  iden t ico  t ra tamiento  ademds 
de E2 durante 4 d i a s  (ver  leyenda Finura 6-1 ) . LOB receptores  nucleares  
l i b r e s  s e  determinaron segdn s e  espec i f i ca  en l a  leyenda de l a  F i au r a6 - 1 ,  
0 luego de incubar durante 1.5 horas a 0-4 C. 
*p(0.05 vs. con t ro l  
*#p 10s valores  de p s e  r e f i e r e n  a d i f e r enc i a s  en t r e  E2 y 10s n ive l e s  
basales.  
Las f i g u ra s  e n t r e  pa ren tes i s  representan e l  ndmero de determinaciones, 
cada un l  de e l l a s  l l evada  a cab0 con un grupo de dos p i t u i t a r i a a  ante-  
r i o r e s ,  
Finalmente investigamos s i  10s receptores  extra idos  con 0.4 M K C 1  
5- , 
de l oa  ndcleos de las c6lulas  de l a  p i t u i t a r i a  pres-%&'aban af inidad por e l  
ADN-celulosa , l o  cual  presumiblemente ,,indicarfa su transformacidn a un es- 
tad0 capaz de uni r se  a1 ADN ( 152 ). La Tabla 6-2 muestra que e l  35-505 
3 de l  ( H)-E2 unido a receptores  nucleares l i b r e g  a 0 -4 '~  fue  re tenido en 
- 
l a  columna de ADN-celulosa; e s t e  esquema no s e  modificd despues de ca len ta r  
e l  ex t rac t0  a 2 5 ' ~  durante 90 minutos. Bajo condiciones comparables, e l  
0 
receptor  c i t o d l i c o  incubado a 0-4 C, o a 3 0 ' ~  como en experimentos pre- 
v ios  ( 122 ), mostrd menor uni6n a 1  ADN-celulosa que e l  receptor  l i b r e  
nuclear. ~ d s  a h ,  en r a t a s  con tratamiento agudo de E2, n i  l a  unidn t o t a l  
o l a  uni6n a ADN-celulosa fue  a l t e r ada  (Tabla 6-2), mientras que despues 
3 d e l  tratamiento con E2-4 d ia s ,  e l  complejo receptor  nuclear l i b r e -  ( H) -E2 
presentd una unidn aumentada a ADN-celulosa en comparacidn a sus contrci- 
l e s  no t ra tados ,  a pesar que e l  % de l a  unidn t o t a l  re ten ida  en l a  colum- 
- 
- 8 
na fue  levemente reducida. 
Tabla 6-2. Unidn de receptores nucleares l i b r e s  a ADN-celulosa 
Exp. Grupo 
- - 
Temperatura Unidn a ADN-celulosa % 
incubacidn fmol/mg ADN unidn t o t a l  
I No t r a t adas  
No t r a t adas  
fbd. Receptor c i t o ~ l i c o  * 0-4 '~  
Receptor c i t o sd l i co  
-.-I - . 30°c 
='*; r:: 
I11 No t r a t adas  
E2 agudo 0-~OC 67.68 f12.03 27.12 + 0.66 
I V  No t r a t adas  0- 4OC 37.02 + 3.05 36.64 2.82 
E 2 -4 d ia s  0-~OC 92.09 - 5.36** 22.81 + 2.97*** t 
Ratas cas t radas  s e  mantuvieron s i n  tratamiento o se  10s administr6 una hi- 
ca dos i s  de E2 (E? agudo) o s e  t r a t a ron  durante 4 d i a s  con E2 (E2-4 dfas ) .  
Los receptores  l i b r e s  nucleares fueron extrafdos de l a s  p i t u i t a r i a s  con 
0.4 M de K C 1 ;  luega de d i a l i s a r  durante l a  noche a 4 ' ~  para remover e l  K C 1 ,  
3 10s ex t rac tos  s e  incubaron durante 1.5 horas con 2.5 nM ( H)-E2. El  este-; $,-, 
3 
roide  l i b r e  se  adsorbi6 con carb6n-dextran y e l  receptor  unido a ( H)-E2 
se  sembrd en minicolumnas de ADN-celulosa y fue eluido con 300 mM N a C l  (152 ) 
La uni6n t o t a l  s e  r e f i e r e  a 10s nive les  de unidn en 10s ex t rac tos  an tes  de 
sembrarlos en l a s  columnas de ADN-celulosa. 
t 
Los da tos  representan e l  promedio - e r r o r  estandar de 3 determinaciones, 
cada una l levada a cabo con un grupo de 3 p i t u i t a r i a s  an te r io res .  
Wbtenido seg6n s e  descr ib i6  en e l  capf tulo  11. 
*++p < 0.001 vs. grupo no t ra tado.  
**% (0.005 vs. grupo no t ra tado .  
DISCUSION 
Los resul tados  de es tos  experimentos confirman l a  presencia de 
receptores  l i b r e s  de alta af inidad y baja capacidad en 10s n6cleos pu r i f i -  
cados de p i t u i t a r i a  an t e r i o r .  Esta concentraci6n de s i t i o s  l i b r e s  detec- 
tados en p i t u i t a r i a s  de r a t a s  c rh icamente  cas t radas  fue  elevada s i g n i f i -  
cativamente despuks de l  tratamiento con E durante 4 dfas ;  concomitang- 2 .dB 
mente hubo un aumento en 10s  s i t i o s  nucleares t o t a l e s  medidos por i n t e r -  
carnbio. Por o t r o  lado. e l  t ratamiento agudo con E2 aument6 10s s i t i o s  to -  
t a l e s  nucleares mientras que 10s receptores  no s e  modificaron, l o  cual  
sugiere  una re lac idn  temporal de l  e fec to  estrog6nico. 
La exposici6n prolongada a estrdgenos causada por 10s implantes 
de p e l l e t  de DES durante 3 meses, produjo una h i p e r t r o f i a  de l a s  p i t u i t a -  
r i a s  s i n  que 10s pesos de l a s  gl&ndulas fueran l o  suficientemente a l t o s  
para corresponder a tumores. Estas  p i t u i t a r i a s -  mfstraron =a redu-cci6n 
l J 1 ,  - ,ra-- r , - . ~ d , ~  . 
1 -- R a - L Y - & . ,  -a , 
t an to  en e l  n6mero de receptores  l i b r e s  como t o d i e s ,  sugiriendo un con- 
t r o l  de l  Eg de sus  propios receptores .  La autoregulaci6n negativa debida 
a 1  e s t r a d i o l  fue  demostrada por Umans y col.  ( '155) en l a s  cd lu las  MCF-7 
y en 6 t e ro  de r a t a  por Manni y co l  . ( 1 56 ) . Sin embargo e s  f a c t i b l e  que 
l a  reducci6n en 10s s i t i o s  l i b r e s  y t o t a l e s  nucleares  s e  deb8 a l a  pobla- 
cidn ce lu l a r  de l a s  p i t u i t a r i a s  t r a t a d a s  con DES, compues tas pr inc ipa l -  
. . 
mente por caulas mamotrdpicas ( 84, 157) Bti ?Ffi%pasicidn a la predominan- 
cia de caulas FSH t LH presentes en la pituitaria despuds de la ovariec- 
tomi'a crdnica ( 158 ) . 
Otro aspect0 interesante del estudio realleado result6 el efec- 
\ 
to del TAM, un antiestrdgeno del cual se sabe que inhibe la prolactina 
plasm&tica y el efecto uterotrdfico del E2 ( 153). &I la pituitaria el 
TAM administrado solo, indujo 10s receptores progestacionales y produjo 
un aumento de 10s receptores libres, sin modificar la prolactina s6rica. 
Cuando se lo administrd concomitantemente con el E 10s primeroe dos 2 
par6melros no variaron significativamente con respecto a1 tratamiento 
con E solo, pero en cambio el aumento de prolactina serica fue aboli- 2 
do. Podemos concluir de esta manera, que a niv&l de la pituitaria las 
propiedades agonistas del TAM sobre la induccidn del receptor de proges- 
terona . . -. y 10s receptores libres nucleares son pardelas, y sugerimos que 
- I 
est-dspdos eventos ~odrfan estar relacionados, posiblemente origindndose 
en el mismo tip0 de cglula. Otro antiestrdgeno, CI-628, result6 tambidn 
eficae para translocar el receptor de E2 e inducir el receptor de proges- 
terona ( 159 1. 
En la diabetes crdnica habiamos demostrado que tanto la translo- 
cacidn nuclear del E2 como su actividad bioldgica a nivel de la pituitaria' 
estaban alteradas ( 150). ~ambien demostramos que en ratas con leaidn en 
3 la eminencia media, tanto la unidn citosdlica del ( H)-E~ como la capta- 
3 
cib tisular total del ( H)-E2 inyectado, estaban disminufdas ( 122). 
Nuestros resultados muestran que en estas dos condiciones tambidn existe 
una disminucidn de 10s receptores  nucleares l i b r e s  . 
\ 
Los resu l tados  obtenidos sugieren que 10s t ra tamientos  que pro- 
-$- 9 
ducen un aumento de 10s receptores  t o t a l e s  nucleares para  E ( E  4 dfas  y 2 2- 
TAM),  l l ev an  a un aumento de 10s receptores  nucleares l i b r e s ,  en cambio 
cuando s e  produce una disminucidn de 10s receptores  t o t a l e s  nucleares  o 
c i tosb l icos ,  10s receptores  nucleares  l i b r e s  disminuyen. Fh consecuencia 
10s receptores  nucleares l i b r e s  podrfan e s t a r  intimamente relacionados 
a o t r o  t i p 0  de receptor  para  E a excepcidp d e l  t ra tamiento  agudo de E2 2 ' 
que aumenta 10s s i t i o s  t o t a l e s  per0 no 10s l i b r e s .  
Otras hormonas como progesterona y t e s toa te rona  no tuvieron e- 
fec to  sobre 10s s i t i o s  l i b r e s  ya sea  en r a t a s  expuestas a E o en r a t a s  2 
deprivadas de e s t a  hormona por castracidn.  La dexametasona produjo una re -  .'-7 
duccidn s i g n i f i c a t i v a  en 10s nive les  basales  de recep tor  l i b r e ,  pero no 
en 10s estimulados. Lisk y Reuter ( 75 ) demostraron que l a s  p i t u i t a r i a s  
3 de r a t a s  t r a t ada s  con dexametasona mostraron una menor re tencidn de ( H) - 
E por l a  f racc idn  nuclear,  dato  que corrobora l a  h i p d t e s i s  de una r e l a -  2 
cidn e n t r e  10s receptores  l i b r e s  y t o t a l e s .  
Es pos ib le  que 10s receptores  nucleares  l i b r e s  representen una 
forma m6s fuertemente unida a 1  ADN o a l a  cromatina que l a  mayorfa d e l  
receptor  que migra a 1  citoplasma despues de l a  homogeneizaci6n ( 160 ), 3 e  ,-.: - - 
sh ' favoGciendo l a  h ipd t e s i s  de una loca l i zac idn  pref erentemente nuclear  de 
~ e c e p t o ; r e s  estero;deos 1 63 , 64 ) . S i  e s t a  h ipd t e s i s  e s  correcta .  4- A < ,  .r r -  ' I  
r. -, -fl,- 1 V L  I.>:,>- 1 
deberian'  d e t ec t a r s e  i ecep tores  nucleares  l i b r e s  'para o t r o s  es te ro ides ,  
sa lvo que e s t e  sea  un mecanismo espec ia l  para estrbgenos. 
Es i n t e r e san t e  sefialar que e s to s  receptores  ext ra idos  con a l t a  
fuerza  i6nica  d e l  n6cleo muestran una unidn considerable a ADN-celulo sa,  
estado de transfo:macibn d e l  receptor 
< --.- e- - - '7-L 
l a  unidn a ndcleos i n t ac to s  ( 161 ) . 
Entonces 10s recep tores  nucleares  l i b r e s  podrian s e r  capaces de estimular 
"per sell l a  ac t iv idad  gen6tica como sug i r i e ron  Garola y McGuire ( 149). 
En e s t e  sent ido,  10s recep tores  nucleares  l i b r e s  podrfan s e r  d i f e r e n t e s  
de 10s c i t o sb l i co s ,  siendo e s to s  10s presentes  en e l  c i t o s o l  como en e l  
modelo c l6s ico  ( 21 ) o aquel los  que s e  der ivan d e l  compartimBento nuclear 
a 1  citoplasma ( 63, 64 , 160). 
Finalmente, e l  t i p o  de c e l u l a s  p i t u i t a r i a s  de l a s  cuales  s e  o r i -  
ginan 10s recep tores  nucleares  l i b r e s  pueden s e r  extrapoladas de 10s t r a -  
bajos  de Stumpf ( 93 ) y Keefer ( 162), que demostraron una c a p t a c i b  pre- 
3 f e r e n c i a l  d e l  ( H ) - E ~  por l a s  l a c to t ropas  y gonadotropas. Nuestros resu l -  
tados con TAM sugieren que las c6 lu l a s  sobre l a s  cuales  t an to  E2 como TAM 
producen una respues ta  p a r a l e l a  pueden s e r  las  mismas, en o p o s i c i b  a las 
c e l u l a s  productoras de p ro lac t ina ,  en las  cua les  e l  TAM antagoniza 10s e- 
f e c t o s  d e l  E2. 
C O N C L U S I O N E S  F I N A L E S  
Los resul tados  obtenidos en e s to s  t r aba jos  sugieren que: 
1. Lou receptores  c i t o sb l i co s  en l a  p i t u i t a r i a  an t e r i o r  es tdn bajo e l  
con t ro l  d e l  sistema nervioso cen t r a l ,  probablemente bajo l a  inf luen-  
c i a  de un neurotransmisor que podria s e r  dopamina. Las primeras eviden- 
c i a s  dernuestran que l a  l e s i b n  en l a  eminencia media produce m a  disminu- 
ci6n en 10s receptores  c i t o sb l i co s ,  que ya e s  no tor ia  a l a  hora de produ- 
c ida  l a  l e s i d n  y continu'a en ba.jd ha s t a  alcanzar una meseta a 1  7' d i a ,  
que contin6a has ta  e l  d i a  21. ~imult6neamente s e  produce una hiperprolac- 
tinemia en 10s mismos animales. De 10s datos  obtenidos a t r ave s  d e l  grd- 
f i c o  de Scatchard s e  deduce que podria haber un cambio en l a  a f in idad  de 
10s receptores  por e l  l igando sumado a una disminucidn super ior  a1 50% 
-'I 7 , -  1 
d.; 3 
en e l  n6mero de s i t i o s  t o t a l e s .  Los es tud ios  rea l i zados  Itin vivo" -8emues- 
t r a n  que a 1  i gua l  que l o  demostrado " i n  vi tro1I,  e x i s t e  una menor re ten-  
3 cidn de ( H)  -E2 por l a  p i t u i t a r i a  de animales les ianados;  tambidn s e  
demuestra una menor captaci6n por 10s hipot&amos lesionados,  dato  que 
no s e  observa " i n  v i t ro" .  La s i n t e s i s  p ro te ica  e s  s imi la r  en ambos grupos. 
La bromocriptina, un agonis ta  dopamin6rgic0, r es taur6  l a  capa- 
cidad de u n i r  e s t r a d i o l  en e l  c i t o s o l  de p i t u i t a r i a  a n t e r i o r  de animales 
lesionados. Esta  droga, en cambio, no tuvo e f ec to  sobre animales contro- 
l e s .  
Cuando s e  u t i l i z 6  e l  modelo de r a t a  prolactinemica debida 
t ransp lan te  de h i p 6 f i s i s  bajo  l a  cdpsu l a  r ena l ,  s e  comprobd que l a s  h i -  
'.- -;C - --  - 
- - 1 -  - - 8 - -;s..," 5 -;L,- 
I :' 1.1 '!' - 
L 
- I 
pdfisis l1in situv no tenian dismihufdas la unidn de estradiol, lo cual 
descartarfa a la prolactina como el principal factor en la regulaci6n 
de 10s receptores estrogdnicos. El tratamiento con bromocriptina reduce 
la hiperprolactinemia y bor lo tanto llega a las cdlulas lactotropas 
de las hipdfisis transplantadas, aunque no consigue restaurar 10s nive- 
les normales de receptor estrogenic0 en las mismas, quiz& Dorque exista 
una hipofunci6n mis pronunciada en estas glgndulas. 
La posibilidad que la dopamina pudiera estar actuando a tra- 
v6s de algdn otro factor como LHRH no se concretd, ya que demostramos a 
travds de diversos diseiios experimentales que tanto el LHRH natural como 
el Buserelfn, el anglogo sintdtico, son incapaces de modificar 10s recep- 
tores para estradiol en la pituitaria anterior de rata. 
2. La diabetes experimental producida porestreptozotocina lleva a una 
disminucidn del receptor citosdlico de estradiol en la hipdfisis an- 
terior y de la translocacidn de 10s mismos despu6s del tratamiento Itin 
vivou con dosis fisioldgicas de estradiol. Esto se transluce en una 
disminucidn de la inducci6n del receptor citos6lico progestacional y de 
la respuesta prolacthica. En cambio, se revierte si 10s mimales diab6- 
ticos son tratados con dosis farmacoldgicas de estradiol, lo cual sugiere 
que una vez que 10s receptores llegan a1 n6cleo en una determinada con- 
- 
*- 
centracidn, su efecto se ejerce'adn en presencia de la diabetes. 
En el Gtero, en cambio, hubo una reduccidn en la uni6n del 
3 ( H ) - E ~  par  10s ndcleos con ambas dosis ,  l o  cua l  demuestra d i fe ren tes  
I -1 7--- , 
respuestas  a l a  d iabe tes  mel l i tus  de e s t o s  e f e c t o h * .  - ;r& - : 
3. La h i p d f i s i s  a n t e r i o r  contiene receptores  l i b r e s  nucleares. Estos recep- 
t o r e s  son modulados por e s t r a d i o l  y aumentan despuds de 4 d i a s  de t r a -  
tamiento estrogenico como tarnbien l o  hacen 10s s i t i o s  t o t a l e s  medidoa por 
intercambio. En cambio e l  tratamiento con p e l l e t  de DES durante 3 meses 
mostrd una reduccidn en 10s receptores  l i b r e s  y t o t a l e s  sugiriendo un 
con t ro l  de l  E de sus  propios receptores.  2 
B E l  t ratamiento con tamoxifen indujo en l a  p i t u i t a r i a  receptores  
progestacionales y produjo un aumento de 10s receptores  l i b r ea .  Cuando s e  
I . ;. I administrd tamoxifen junto con E2, e s t e  compuesto bloque6 e l  efecto  e s t i -  
fi 
I -  - - 1- / - .- 1 ~ ~ : .  mulante d e l  E2 aunque su e fec to  no fue  ad i t i vo  sobre 10s receptores  pro- -.L - m * 
- 1  .I. 
gestacionales  y 10s receptores  l i b r e s  nucleares. 
I - - L  '- + . . --o r-I - I  '- - I-.** L! - ' I  - 5 ,  , - -, . I ~ : .  
Los receptores  l i b r e s  i u c l e a r e s  disminuyen en r a t a s  d iabd t icas  
I y con l e s i d n  en l a  eminencia media y no s e  ven a l t e rados  por tratamiento 
E con progesterona o t es tos te rona ,  ya sea que se  encuentren en sus n ive les  
basales o aumentados por estimulos de e s t r ad io l .  La dexametasona disminu- 
I 4 ye 10s n ive les  basales.  Los receptores  l i b r e s  nucleares  muestran ademds 
I una unidn considerable a 1  ADN-celulosa. 
r l  ,. ;--A 
I r . .. J 4, Creemos haber demostrado, en e l  curso ae  e s t o s  t raba jos ,  e l  ca rac te r  
altamente regu la to r io  de 10s receptores  estrogenicos an te roh ipof i sa r ios  
que cataloga a as tas  moleculas como proteinas alost6ricae.  Los factores  
de regulaci6n son variados y pueden e s t a r  o no relacionados, y t en ta t i -  
vamente podriamos c l a s i f i ca r los  en: a )  extrinsecos y b) intrfnsecos a 1  
te j ido .  Los f a ~ t ~ o r e s  xtrinsecos pueden s e r  esteroideos, t a l  aomo l a  re -  
gulaci6n estrogenica posi t iva y glucocorticaide negativa de 10s recep- 
tores  l i b res ,  o por neurotransmisores, tal. como sucede con l a  dopamina. 
Entre 10s fact,ores intrfnsecos mencion~remos a 108 cambios t i su la res  de 
l a  diabetes mellitus, que posiblemente conduscan a una menor a in t e s i s  
y/o actividad de l  receptor. Finalmente, l a  disminuoi6n de 10s reaepto- 
r e s  estrogenicos en la  diabetes y l a  les i6n  de eminencia media estudia- 
dos en estos  trabajos,  ~ o d r f a n  tener  un origen comfin, debido en ambos ca- 
sos a l a  ausencia de algdn fac tor  t r6 f i co  hipotaldmico que mantuviera 
l a s  concentraciones de receptores de l a  h ipdf ia i s  en l imi t e s  fia&al6gicoa. 
Esta hipdtesis  se  encuentra avalada por l a  observaci6n de cambios hipo- 
tal6micos degenerativos en l a  diabetes mellitus. 
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